











Uber den Fettstoffwechsel 
reifender und keimender Leguminosensamen. 
Von 
Paul Neumann. 
(Aus dem Botanischen Institut der Albertus-Universitat zu Kénigsberg i. Pr.) 
(Eingegangen am 20. Februar 1941.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Von den Arbeiten iiber den pflanzlichen Fettstoffwechsel behandelt 
ein groBer Teil den Abbau der Reservefette bei der Samenkeimung 
(Fleury, Miintz, Schmidt, Wallerstein, lvanow, Miller, Matthes, Tilenius, 
Zambotti). Die erzielten Ergebnisse lassen jedoch keine sicheren Schliisse 
auf den Verlauf der chemischen Reaktionen zu ; denn die Untersuchungen, 
die sich haufig iiber relativ groBe Zeitraume der Keimung erstrecken, 
sind meistens nicht eingehend genug, auch widersprechen die Ergebnisse 
verschiedener Arbeiten einander. Uber die Synthese von Fett ist im 
wesentlichen an niederen Pflanzen gearbeitet worden. Die Beschaftigung 
mit diesem Problem hat zur Aufstellung verschiedener Theorien gefiihrt, 
welche den Reaktionsmechanismus der Fettbildung zu erklaren ver- 
suchen, die aber noch weiterer experimenteller Bestatigungen bediirfen 
(E. Fischer, Haehn und Kinttof, Barber, Smedley und Lubrzynska, 
Kluyver, Reichel, Heide). Untersuchungen iiber den Fettaufbau in 
reifenden Samen liegen bisher nur in geringer Zahl vor (Jvanow), obwohl 
eine genauere Kenntnis der Reifungsvorginge wohl dazu_beitragen 
kénnte, den Einblick in den Reaktionsmechanismus der Fettsynthese 
zu erweitern. Wir haben uns daher zur Aufgabe gemacht, neben einigen 
kurzfristigen Keimversuchen insbesondere Reifungsvorginge bei Ol- 
samen an Hand einer geeigneten Methodik und genauer Analysen 
naher zu untersuchen. 


I. Material und Methoden. 


Die Versuche wurden ausschlieBlich mit Leguminosen angestellt, 
und zwar zum gréBten Teil mit der weifen Lupine (Lupinus albus ). 
Diese bildet ihre Bliitenstinde in zwei bzw. drei Etagen aus, die mit 
Abstaénden von etwa 1 Woche bliihen. In der gleichen Reihenfolge 
gelangen die Fruchtstande zur Reife, so daB die Méglichkeit gegeben 
ist, wihrend einer relativ groBen Zeitspanne Friichte in den gewiinschten 
Reifestadien zu ernten. Das Saatgut wurde Ende April in Kénigsberg 
i. Pr. ausgesit. Die Pflanzen bliihten von Ende Juni bis Anfang August 
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und reiften von Mitte August bis Anfang Oktober. Mitte Oktober fand 
die Ernte der voll ausgereiften und trockenen Friichte statt. 

Ein Teil der Keimversuche wurde mit Sojabohnen durchgefiihrt. 
die ebenfalls in Kénigsberg herangewachsen waren. 

Um fiir die Nachreifungsversuche ein méglichst gleichmiafives 
Material zu erhalten, geschah die Verteilung der unreifen Samen auf 
die einzelnen Versuche einer Versuchsreihe in der Weise, daB aus jeder 
Frucht je ein Samen fiir jeden Einzelversuch genommen wurde. Jede 
Versuchsreihe bestand aus so vielen Einzelversuchen, als die hierfiir 
bestimmten Friichte Samen enthielten. 

Zur Nachreifung wurden die so erhaltenen Portionen unreifer 
Samen in Glasschalen auf trockenes FlieBpapier gelegt, mit FlieBpapier 
zugedeckt und so liegengelassen. Dabei trockneten die Samen ent- 
sprechend der natiirlichen Reifung etwas aus. Zur Keimung wurden 
die reifen Samen einen halben bzw. einen ganzen Tag lang in Wasser 
gequollen und dann in einer feuchten Kammer auf FlieBpapier gebracht. 
Nach Beendigung eines jeden Versuchs wurde das Material zwischen 
80 und 90° im Trockenschrank und schlieBlich tiber Chlorcalcium bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Gegen ein Abtéten der unreifen Samen bzw. Keimlinge im Trocken- 
schrank macht Jilenius den Einwand, daB hierbei noch Reaktionen 
insbesondere Oxydationen, méglich waren, welche das Fett verindern 
kénnten. Er fixierte daher seine Keimlinge in siedendem 40 ° igem 
Alkohol, was allerdings hinterher ein mehrfaches Ausschiitteln der 
durch Alkohol mitgelésten Schleimsubstanzen und Befreiung von 
Feuchtigkeit erforderte. Diese und weitere Operationen sind jedoch 
nicht geeignet, um die Genauigkeit zu erhdhen. 

DaB noch bei 80° durch eine Lebenstatigkeit der Pflanze stoffliche 
Veranderungen hervorgerufen werden, ist nicht anzunehmen. Einige 
Nachpriifungen des bei verschiedenen Temperaturen bis 120° getéteten 
und getrockneten Materials ergaben keine merkliche Veranderung 
sowohl der Jodzahl wie auch der Saéurezahl. Dagegen erlitt das extra- 
hierte Fett bei der gleichen Behandlung deutliche Veranderungen seiner 
Jodzahl. Das in der Zelle befindliche Fett ist also, besonders bei Ab- 
wesenheit von Feuchtigkeit, gegen unerwiinschte auBere Einfliisse gut 
geschiitzt. Einem Abtéten und Trocknen bei 80—90° stehen daher 
keine Bedenken entgegen. 

Zur Gewinnung des Oles wurde mit peroxydfreiem absolutem 
Athylather kalt extrahiert nach einem von Szdhlender und Sul yok 
angegebenen und etwas abgeanderten Verfahren: 

Nach griindlichem Zerkleinern des trockenen Materials in einem groben 


Morser und kraftigem Zerreiben der dann mit Ather angefeuchteten Substanz 
wurde das Pulver in den mit festgepreBtem und getrocknetem Wattefiltc! 
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yersehenen Extraktionstrichter gefiillt und extrahiert. Mit dem Trocken- 
riickstand wurde in gleicher Weise wie vorher verfahren. Zweimaliges 
Extrahieren geniigte in den meisten Fallen fiir eine quantitative Fett- 
bestimmung. Der Riickstand war nunmehr ein staubfeines trockenes 
Pulver. Vorteile dieser Extraktionsmethode gegeniiber dem Sowhlet-Ver- 
fahren sind: geringe Kosten der Apparatur, rasches und wirklich quantita- 
tives Arbeiten und vor allem keine Beeinflussung der Jodzahl und der 
Saurezahl. 

Nach Abdestillieren der Hauptmenge des Athers wurde das Fett 
von noch anhaftenden Atherresten im Vakuum befreit und nach Ein- 
stellung der Gewichtskonstanz méglichst rasch verarbeitet. Unter der 
Bezeichnung ,,Fett** wird im folgenden stets der so mit Ather gewonnene 
und von Ather wieder befreite Extrakt verstanden. 

Von den chemischen Kennzahlen wurden Saurezahl (SZ.) und Ver- 
seifungszah] (VZ.) nach Angaben von H. P. Kaufmann gegen Phenol- 
phthalein bzw. Alkaliblau als Indikator titriert. Das Unverseifbare 
wurde nach vollstandiger Verseifung des Fettes mit etwa 2 n-athyl- 
alkoholischer Kalilauge drei- bis viermal mit Petrolather ausgeschiittelt 
und nach dessen quantitativem Abdestillieren gravimetrisch bestimmt. 
Die Jodzahl (JZ.) wurde nach der Methode von Wijs ermittelt. 

Alle Versuche wurden bei der Verarbeitung nach Méglichkeit, 
Teilversuche ein und derselben Versuchsreihe aber unter allen Um- 
stinden gleich behandelt. 


Il. Untersuchungen an nachreifenden Samen. 

Die Frage, an welcher Stelle sich in der Pflanze das Kohlenhydrat 
zu Fett umwandelt, wird haufig so beantwortet, daB hierfiir nur die 
unreifen Samen in Betracht kommen kénnen. Dieses ist zwar sehr 
wahrscheinlich, da beim Schwinden der Starke- oder Zuckervorrate 
des reifenden Samens das Fett auftritt (Wiintz, du Sablon), ist aber 
nicht uneingeschrankt anzunehmen, solange die Samen und Friichte in 
Verbindung mit der Pflanze stehen, aus welcher sie dauernd Stoffe 
(z. B. sauerstoffarme Fettbausteine) beziehen und an die sie ebenso 
Stoffe abgeben kénnen. 

DaB Fett in gewissen Pflanzenteilen unabhangig von der tibrigen 
Pflanze aufgebaut werden kann, fand schon de Luca an abgeschnittenen 
Olivenfriichten, in deren Fruchtfleisch Mannit als Ausgangsmaterial der 
Fettbildung dient. Gerbers Untersuchungen iiber den respiratorischen 
Quotienten bestatigen das. Einen Beweis fiir den im Samen statt- 
findenden UmwandlungsprozeB lieferte Pfeffer, als er darauf hinwies, 
daB unreife Samen von Paeonta auch dann noch aus ihrer Starke Fett 
bilden, wenn sie von der Mutterpflanze bereits getrennt sind. 

Das schlieBt jedoch nicht aus, daB bei der normalen Ausreifung an der 
Pflanze ein UberflieBen von Fett bzw. Fettbausteinen in die Samen auBer- 
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dem noch stattfindet, Diese Ansicht wird durch die Untersuchungen yon 
Burr und Miller bekraftigt, die an nicht abgeschnittenen Friichten yoy 
Ricinus communis eine Olzunahme der Samen schon vor dem starkey 
Ansteigen und auch noch nach dem Absinken des respiratorischen Quotientey 
feststellten. Auch Ivanow schloB aus der Tatsache, daB alle Gewebe eine: 
Pflanze dieselben Fettsiéiuren aufweisen, auf ein partielles Einwandern yon 
Fett aus den vegetativen Pflanzenteilen in die Samen. Der gréBte Teil des 
Fettes entsteht jedoch im Samen bzw. der Frucht aus den dafiir bestimmten 
Stoffen auch ohne die Verbindung mit der Mutterpflanze. 

Kleberger zeigte nun an mehreren Olpflanzen, daB diese Nachreifung 
keineswegs in jedem Altersstadium erfolgt. Zur Zeit der Gelbreife war 
zwar nach zweimonatigem Trockenliegen eine betrachtliche Zunahme 
des Fettes (auch der N-haltigen Reserven), im Stadium der Griinreife 
dagegen nach der gleichen Zeit keine oder nur eine unbedeutende Ver. 
mehrung festzustellen. 

In allen diesen erwahnten Arbeiten handelt es sich jedoch immer 
nur um vereinzelte Angaben. Zu einer genauen Verfolgung der Ver. 
anderungen des Fettgehalts im nachreifenden Samen oder gar det 
chemischen Eigenschaften des Fettes ist es nirgends gekommen. 

Es erschien nun zweckmaBig, vor Beginn eingehender Versuche 
mit der weiBen Lupine zu priifen, ob eine Fettzunahme wahrend der 
Nachreifung in ausreichendem MaBe  stattfindet. Dazu wurden 
328 Friichte geerntet, deren Samen etwa die Halfte des Fettes besaben, 
welches im ausgereiften Zustande zu erwarten gewesen ware. Sie 
enthielten jede sechs Samen, von denen je zwei fiir eine Kontrollanalyse 
entnommen und sofort getrocknet wurden. Weitere zwei Samen jeder 
Frucht wurden herausgelést und reiften 3,5 Tage bei geringer Aus. 
trocknung nach, Die restlichen beiden Samen verblieben die gleiche 
Zeit in den Hiilsen. Um eine Assimilation der griinen Teile zu verhindern, 
fanden alle Versuche in der Dunkelheit statt. Die Ergebnisse sind wie 
folgt (Tabelle I): 
‘ Tabelle I. Lupinensamen. 


Nachreifung 3,5 Tage. Temperatur 20°. 





Bezogen auf den einzelnen Samen ing |, 
% Fett 





Frisch- Trocken- 


gewicht gewicht Fettgehalt 


Kontrolle ...ssciso.. 0,694 0,132 0,006 32 106 | 27 | 165 
Samen isoliert 0,714 0,126 0,008 32 112 | 17 | 162 
Samen in der Frucht 0,745 0,160 0,010 60 108 | 14 | 172 


Das Trockengewicht der isolierten Samen hat abgenommen, was 
wohl auf die Atmung zuriickgefiihrt werden kann. Dagegen sind dic 
in der Frucht gebliebenen Samen schwerer geworden; offenbar haben 
die saftigen Karpelle mehr Stoffe an die Samen abgegeben als dicse 
durch Atmung selbst verbraucht haben. Verminderung der Trockv) 
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substanz bet isolierten Samen sowie Gewichtszunahme bei Zusammenhang 
mit dem Fruchtblatt sind Erscheinungen, die sich bei allen spdateren Ver- 
suchen wiederholen werden. Der Fettgehalt des einzelnen Samens hat 
beide Male zugenommen, hat aber im letzten Falle mit dem steigenden 
Trockengewicht Schritt gehalten, so daB die prozentuale Zunahme mit 
etwa 1,8°, des Trockengewichts dieselbe geblieben ist. Die Saurezahl 
hat beim Nachreifen betrachtlich abgenommen (vgl. v. Rechenberg), 
die Jodzahl ist gestiegen, die Verseifungszahl der isolierten Samen ist 
annahernd dieselbe geblieben, wahrend die in der Frucht nachgereiften 
Samen eine Erhéhung der VZ. aufweisen. 

In 3,5 Tagen betrug die Fettzunahme also 18° 
oder 38° des urspriinglich vorhanden gewesenen Fettes. Wie rasch und 
bis zu welcher Hohe kann nun der Fettgehalt ansteigen / Wo erreicht 
die Nachreifung ihr Ende und welche chemischen Veranderungen er- 
fahrt das Fett dabei’ Welchen EinfluB iibt schlieBlich der Reife- 
zustand der Samen auf den Verlauf der Nachreifung aus? Das sind 


vom Trockengewicht 


0 


Fragen, die im folgenden geklart werden sollen. 

Es wurden sechs Versuchsreihen mit Lupinensamen von_ ver- 
schiedener Reife angesetzt. Die jiingsten Samen (Reihe A), von denen 
fiir jeden Einzelversuch etwa 450 Samen mit einem Trockengewicht 
von noch nicht 25 g verwendet wurden, waren recht klein und hatten 
tiefgriine schleimige Kotyledonen. Das Material fiir die Reihen B und C 
war | Woche alter. In der Versuchsreihe D waren die Samen in ihrem 
Wachstum bereits erheblich weiter fortgeschritten; der Embryo hatte 
ein helleres Griin und nur noch wenig Schleim. Die Reihe E wie auch F 
befanden sich kurz vor der Reife. Fiir A, B, D und F wurden aus der 
Frucht herausgeléste Samen verwendet, fiir die beiden iibrigen (C und E) 
fand die Nachreifung in der Frucht statt, aus der in Abstanden von 
2—4 Tagen je ein Samen aus jeder Frucht zur Analyse entnommen 
wurde. Alle Versuche wurden bei einer Temperatur von 20° unter 
AusschluB von Licht durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in nachstehenden 
Tabellen I1—VII zusammengefaBt. 


Tabelle Il. Nachreifung sehr junger Samen (A). 





Bezogen auf den einzelnen Samen ing 





ane Frisch- Frisch- oe Was , - - 
Tage gewichtam gewichtam Trocken- Fettgehalt o Fett JZ. SZ. VZ. 
Anfang des Ende des gewicht a 
Versuchs | Versuchs 
0,375 0,0549 0,001 368 2,49 _ 50,1 | 146 


0,375 0,368 0,0522 | 0.001407 | 2,70 99,22 — 
0,375 0,316 0,0513 0,001 478 2,88 -- 49,3 | 162 
0,380 0,312 0,0507 0,001 534 3,03 101,8 -- 

0,379 0,285 0.0493 | 0,001 479 | 3,00 —_ 41,1 146 
0,376 0,261 0,0477 | 0,001385 | 2,87 103,5 


oe, wo oO 
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Tabelle IIIl. Nachreifung von Samen (B). 


1 Woche alter als vorher. 








Bezogen auf den einzelnen Samen in g 
Tage  Frischgewicht Frischgewicht 
am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 


Trocken- 


gewicht Fettgehalt 


0,655 0.1082 0,003 738 
0,681 0,611 0,1036 | 0,004 134 
0,648 0,534 0,0983 | 0,004 858 


0,649 0,543 0,0943 0,005 196 
0,652 0.487 | 0,0926 0,004 967 


3,46 
3,99 
4,94 
5,55 
5,36 


Tabelle IV. Nachreifung in der Frueht 


38,5 
33,2 
27,2 
23,4 
20,6 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 
Tag Frischgewicht 
am Ende des 
Versuchs 


Trocken- 


gewicht Fettgehalt 


0,795 0,0932 0,003 129 
0,565 0,0885 0,004 203 
0,555 0,0890 | 0,004 675 
0,541 0,0892 0,004 567 
0,547 0,1005 0,005 055 


Tabelle V. Nachreifung von Samen (D). 


166 — 176 


183 
188 
185 
190 





Bezogen auf den cinzelnen Samen in g 
Tage | Frischgewicht Frischgewicht 
am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 


Trocken- 


gewicht Fettgehalt 


1,045 0,2366 0,017 88 
1,038 0,531 0,2170 0,019 14 
1,034 0,476 0,2100 0,019 17 
1,021 0,390 0,2055 0,018 76 
1,025 0,235 0,2133 0,017 99 
1,016 0,226 0,2119 0,017 53 


% Fett 


ne 
(060 
8,82 


SZ. 


Tabelle VI. Nachreifung von Friichten kurz vor der Reife 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 
Frischgewicht 

am Ende 
des Versuchs 


9 Te 
Trocken- 6 Fett 


gewicht Fettge halt 
0,723 0,176 0,0158 8,94 
0,724 0,186 0,0179 9,63 
0,711 0,186 0,0177 9,51 
0,68 1 0,190 0,0177 9,30 
0,368 0,178 0,0157 8,80 


IZ. 


111,8 
113,0 
114,0 
114,0 
115,0 


10,8 
6,7 
6,4 
6,7 
7,6 
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Nachreifung von Samen kurz vor der Reife (F). 





Frischgewicht Frischgewicht 


~~ am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 

0 0,860 

1 0,873 

3 0,864 0,509 

5 0,855 0,252 


Trocken- 
gewicht 


0,2364 
0.2326 
0,2256 
0,2223 


Bezogen auf den einzelnen Samen in g 


Fettgehalt 


0,021 74 
0,022 17 
0,022 20 
0,021 85 


% Fett 


9,20 
9,65 
9,84 


9,82 


JZ. 


115,0 
115,0 
114,7 
115,2 


SZ VZ 
10,7 | 190 
9,55, — 
6.65 194 
4,13 192 


Betrachtet man die Ergebnisse in ihrer Gesamtheit, so geht daraus 
hervor, daB der Fettgehalt wihrend der Nachreifung (graphisch dar- 
gestellt in Abb. 1, durchgezogene Kurven) zundchst eindeutig zunimmt 
und in 3—4 Tagen (in Reihe D etwas spater) sein Maximum erreicht, 
dann aber diese Hohe nicht heibehdlt, sondern wieder abnimmt, bhevor er 
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Abb. 1. Veriinderung von Fettgehalt ( 


(Lupinus albus). 





) und Saurezahl ( 
(Weitere Erliuterung im Text.) 


) beim Nachreifen 


einem konstanten Wert zustrebt. Das gilt nicht nur fiir den auf Trocken- 
substanz bezogenen prozentualen Gehalt, sondern auch fiir den mittleren 
Fettgehalt des einzelnen Samens, der seinen Héchstwert haufig etwas 
friiher oder spater erreicht, weil beim prozentualen Fettgehalt auch der 
Verlust oder Zuwachs an nicht fettartiger Trockensubstanz eine Rolle 
spielt. Die Menge der im Fett enthaltenen freien Sauren (Abb. 1, 
durchbrochene Kurven) verringert sich zu Anfang der Nachreifung 
relativ schnell, naihert sich dann aber mehr und mehr einem gleich- 
bleibenden Endwert. Die Wende der SZ.-Kurven fallt zeitlich ungefahr 
mit dem Maximum der entsprechenden Fettgehaltkurven zusammen. 
Die Verseifungszah| (Summe der freien und veresterten Sauren des 
Fettes) nimmt bei den sehr unreifen Samen der Reihen A—C im groBen 
und ganzen zu. Bei dem weiter gereiften Material der Reihen D und E 
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ist dagegen eine Abnahme festzustellen. Auch liegen die Verseifungs 
zahlen der jiingeren Reihe D hoher als die der alteren Reihe E (vy 


die Veranderung der VZ. bei der normalen Reifung 8. 159). Die Jod- 


zahl des Fettes nimmt beim Nachreifen unter den bisherigen Bedi: 
gungen zu. 

Ein Vergleich der Kurven der einzelnen Versuchsreihen unte1 
einander zeigt, daB die Fettzunahme bei sehr unreifen Samen (A) ni) 
ganz geringfigig ist. Am gropten ist der durch Nachreifen erzielte E fick 
wenn die Samen etwa die Haljfte des im reifen Zustande vorhanden: 
Fettes enthalten (B und C). Hier steigt die Fettkurve am steilsten 
und am weitesten an und auch der Sauregrad erreicht hier seine grojite 
Verminderung. Je naher von da ab die Samen der Reife kommen. 
um so geringer und flacher wird der Anstieg der Fett- und der Abfal| 
der SZ.-Kurven (D, E, F). Auf den verschieden groBen Frischgewichts 
schwund bei der Nachreifung und seinen EinfluB wird spater ein- 
gegangen werden. 

In der Frucht geht die Nachreifung etwas langsamer vonstatten 
als bei isolierten Samen, wie man beim Vergleich der Reihen B und (¢ 
oder E und F sieht. Zwar steigt der absolute Fettgehalt der in den 
Friichten verbliebenen Samen starker an (C, E), der prozentuale Gehalt 
bleibt dagegen ein wenig zuriick, weil aus der Hiilse ein geringer Uber- 
schuB an nicht fettartiger Trockensubstanz zugefiihrt wird. Auch die 
Saurezahlen nehmen nicht so rasch und so weit ab. 

Die sich tiber 16 Tage erstreckenden Versuche der Reihe E brachten 
nach Uberschreiten des Fettmaximums zunachst nur eine geringe 
Abnahme des Fettes. Nach dem 12. Tage tritt aber ein verstarkter 
Abfall ein, der sogar bis unter den Ausgangswert fiihrt. Annaheruny 
an einen konstanten Wert ist nicht mehr zu erwarten. Diese zuletzt 
eintretende starkere Fettverminderung der nahe vor der Reife stehenden 
Samen kann auf Beginn der Keimung zuriickgefiihrt werden, obwoh| 
auBerlich noch keine Anzeichen darauf hindeuten und die Samen 
keineswegs den vollen Reifezustand erreicht hatten. Die Saurezahlen 
aber, die bis zum 8. Tage noch abnehmen, fangen von diesem Zeit punkt 
wieder an zu steigen. Die Tatsache, daB die Jodzahlen weiterhin zu- 
nehmen, steht nicht im Widerspruch zu obiger Annahme (vgl. Keimung 
bei der weiben Lupine, 8. 169). 

Nicht als Keimungserscheinung gedeutet werden darf dagegen die 
bei der Nachreifung vorhandene Abnahme des Fettgehalts gleich hinter 
dem Maximum; denn diese fand sowohl bei sehr jungen Samen wie auch 
bei relativ rascher Austrocknung statt. Die Versuchsreihe D reifte z. B. 
bei recht erheblicher Trockenheit nach. Der Unterschied zwischen 
Frischgewicht vor und am Ende der Nachreifung, der in der Hauptsac!\ 
auf Wasserverlust zuriickzufiihren ist, gibt ein Bild von dem Ausma\ 
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der Trocknung. Worum es sich bei dieser Abnahme des Fettgehalts 
handelt, ist nicht ohne weiteres klar und bedarf eingehenderer Unter- 
suchungen. Jedenfalls ist dabei nicht allein an die Méglichkeit eines 
Fettabbaues zu denken, sondern vor allem an den Einbau von Fetten 
in groBere Molekiile. Vielleicht steht diese Erscheinung in einer Be- 
ziehung zur Fettbildung in friihesten Keimungsstadien, worauf unten 
noch zurickgekommen wird. 

Bei volliger Verhinderung der Austrocknung gestattet der folgende 
Versuch einen direkten Vergleich mit den unter normalen Bedin- 
gungen nachgereiften Samen. Zwei Portionen des Samenmaterials 
reiften an der Luft bei maBiger Trocknung 2 bzw. 3 Tage lang nach. 
Die Samen fiir zwei weitere Einzelversuche wurden nach Herausnahme 
aus der Hiilse sofort in Wasser gebracht und lagen hier die gleiche Zeit 
wie bei den entsprechenden Luftversuchen, ohne daB dabei eine Schadi- 
gung der Samen festzustellen war. Eine fiinfte Portion wurde zur 
Kontrollanalyse sofort verarbeitet. Die Temperatur betrug 20°. Er- 
gebnisse in Tabelle VILL und Abb. 2 


Tabelle VIII. Nachreifung von Lupinensamen in Luft und Wasser. 





Be zogen auf de n einzelnen Samen in g 

| Frischgewicht Frise hawateht Troskes % Fett SZ 
am Anfang am Ende Fettgehalt 

des Versuchs des Versuchs 


gewicht | 






































Analyse sofort ...... 0,799 0,1450 0,007405 5,10 24,9 
2 Tage an der Luft 
nachgereift ....... 0,799 0,624 0,1336 0,009 419 7,05 16,8 
3 Tage an der Luft 
nachgereift teh ties 0,796 0,523 0.1264 0,009 432 7,46 13,0 
2 Tagein Wasser nach- 
OS ee ae — ~ 0,1238 0,007925 6,40 20,8 
3 Tage in Wasser nach- 
ee ee _ a 0.1103 0,007910 7,18 19,2 
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Abb. 2. Nachreifung von Lupinensamen in Luft und Wasser. 


Der prozentuale Fettgehalt der in Wasser nachgereiften Samen 
bleibt hinter den Werten der Vergleichsversuche zuriick, muB aber 
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einen falschen Eindruck hervorrufen, da das Trockengewicht in Wasser 
sogar mehr abgenommen hat als in der Luft (wohl Herauslésung 
wasserléslicher Bestandteile), worauf der starkere Anstieg besonders 
am Ende der Kurve zuriickzufiihren ist. Der mittlere Fettgehalt des 
einzelnen Samens weist allerdings nur eine geringe Zunahme auf 
Auch die Verminderung des Gehalts an freien Sauren (SZ.) ist in Wasser 
nur etwa halb so gro} wie bei der Nachreifung in Luft. Als Ursache cer 
geringen Nachreifung in Wasser braucht jedoch nicht unbedingt dic 
fehlende Trocknung angesehen zu werden. Es kénnte auch infolve 
Behinderung der Atmung oder durch Anhaufung von Garprodukten 
(Alkohol, CO.) eine Hemmung der Fettbildung im Samen eingetretey 
sein. Der Grad der Austrocknung scheint, wie die Ergebnisse zahl- 
reicher Versuche lehren, abgesehen von den extremsten Fallen, keinen 
merklichen EinfluB zu haben. 


Temperaturein flup. 


Das groBe Verdienst S. Jvanows ist es, den EinfluB des Klimas auf 
die Qualitaét des im ReifungsprozeB gebildeten Fettes erkannt zu haben 
Kin kaltes Klima, wie es im Norden RuBlands herrscht, begiinstigt die 
Bildung der zwei- und dreifach ungesattigten héheren Fettsauren, der 
Linol- und der Linolenséure, wahrend die im siidlichen RuBland unter 
wirmeren Bedingungen wachsenden Pflanzen ein Ol mit héherem 


Sattigungsgrad erzeugen. Das pragt sich deutlich im Verhalten der 
Jodzahl] aus. Als maBgebend fiir die Héhe der JZ. sah schon /vanow 
die Temperatur wahrend der Fettbildung an. Jedoch spielen bei den 
im Freien lebenden Pflanzen noch viele andere Faktoren mit, so dai 
man sich keine klaren Vorstellungen machen kann. 


DaB es sich wohl entscheidend um Temperaturwirkungen handelt, 
beweisen Versuche, die Terroine, Bonnet, Kopp und Véchot und auch Pearson 
und Raper mit auf Glucosenihrbéden gezogenen Schimmelpilzen und 
Bakterien anstellten. Bei weit auseinanderliegenden konstanten Tem 
peraturen bekamen sie groBe Differenzen der Jodzahlen nicht nur bei solchen 
Fetten, die an und fiir sich schon einen stark ungesattigten Charakte1 
haben, wie es Jvanow angenommen hatte, sondern auch bei den mehr ge 
sittigten Fetten von Rhizopus nigricans (bei 12° Jodzahl im Mittel ss, 
bei 25° JZ. im Mittel 78) und besonders bei Bacille de la Fléole (14° 
JZ. 57 —59; 35°... JZ. 31—35). Eine um 5 bis 6 Einheiten héhere Jodzali! 
erhielt auch W.N. Rutschkin, indem er die in KulturgefaiBen gezogene: 
Leinpflanzen nachts auf 6—7° kiihlte, wahrend die Kontrollpflanzen be: 
13—15° reiften. Ebenso fand AK. Schmalfuf die Jodzahlen des in de! 
wirmeren Vegetationshalle gebildeten Oles niedriger als bei dem im Freien 
gewachsenen Lein. 


Die Einwirkung der Temperatur kénnte nun in verschiedener 
Weise gedacht werden. Es kénnte sich um einen indirekten Einflu!) 
handeln: die Fett bildenden Zellen bekommen bei ihrer Entstehuny 
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unter dem EinfluB der Temperatur die Fahigkeit, ein Fett mit be- 
stimmtem Sattigungsgrad herzustellen, oder die Wirkung auf den 
FettbildungsprozeB ware direkt, etwa in der Weise, dab zwei einander 
yegenlaufige Prozesse, deren einer Doppelbindungen schafft, der andere 
sie wieder beseitigt, in ihrer Geschwindigkeit verschieden beeinfluBt 
werden, und zwar so, daB durch héhere Temperatur der Reduktions- 
prozeB starker beschleunigt wird. (Solche Ansichten im Zusammen- 
hang mit den Theorien der Fettbildung durch Kondensation von Acet- 
aldehyd oder Brenztraubensdure auBerten auch schon Pearson und 
Raper). Im ersten Falle wiirde bei schon im Gange befindlicher Fett- 
bildung eine Anderung der Temperatur keine Umlenkung des Prozesses 
bewirken. Im letzten Falle aber miiSten unter kurz vor der Reife 
veranderten Bedingungen auch die Fette noch einen anderen Sattigungs- 
orad anstreben. Und das trifft zu, wie die beiden folgenden Versuche 
beweisen, 

Den unreifen Lupinenfriichten wurde je ein Samen zur Kontroll- 
analyse entnommen, der Rest, ohne die Samen zu verletzen, in zwei 
gleiche Teile geschnitten, von denen die einen Halften im Thermostaten 
bei 309, die anderen bei 7° 7 Tage und 20 Stunden lang nachreiften. 
Obere und untere Halften der Friichte wurden gleichmaBig auf beide 
Portionen verteilt. Die Resultate sind in der Tabelle LX zusammen- 
gestellt. : 


Tabelle IX. Nachreifung der Lupinenfriichte bei 7° und bei 30°, 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 


——— or Wie Sk % Fett IZ SZ. Vz. 

eis Vanaaen gewicht — 
Kontrolle 1,055 0,281 0,0246 8,77 108,5 13,0 199 
7 1,015 0,264 0,0248 9,55 112,8 11,6 200 
30° 1,055 0,282 0,0240 S51 109.6 8,3 198 


In der Kailte hat die Sdurezahl im Vergleich zum Warmversuch nur 
wenig abgenommen. Die Jodzahlen sind wie bei jeder Reifung gestiegen, 
aber in der Warme nur unbedeutend, wihrend in der Kalte trotz der all- 
gemein verminderten Reaktionsgeschwindigkeiten cine erheblich grépere 
Steigerung stattgefunden hat. Durch die Temperaturanderung kurz vor 
der Reife ist also eine Umstimmung der Bildungsreaktion des Fettes 
eingetreten ; denn es kann nicht daran gezweifelt werden, dal} unter den 
gleichen Bedingungen die Samen auch Fette vom gleichen Sattigungs- 
grad gebildet hatten. 

Bemerkenswert ist nun der Fettgehalt. Es scheint so, als ob Kalte 
die Fettbildung begiinstigt hatte, wihrend in der Warme sogar eine 
Abnahme zu verzeichnen ist, was wohl noch dadurch bekraftigt wird, 
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da auch in anderen Fallen, wie in den Stammen vieler Baume jy 
Winter, eine reichliche Umbildung von Starke in Fett stattfindet 
welche im Sommer wieder riickgangig gemacht wird (A. Fischer). 

Genauer verfolgt wurde der Warmeeinflu8 in einer Versuchsre he 
mit unreiferen Samen, bei denen die Fettzunahme gréBer war, so dai 
man auch eine bessere Wirkung erwarten konnte. Die Ergebnisse 
stehen in Tabelle X und sind in den Abb. 3 und 4 dargestellt. 


Tabelle X. Nachreifung von Lupinensamen bei 30°. 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 





Tage = Frischgewicht Frischgewicht 
am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 


Trocken- 
gewicht 


0,716 0,1433 
0,722 0,676 0,1355 
0,720 0,644 0,1295 
0,719 0,615 0,1253 
0,725 0,586 0,1239 
0,722 0,1206 














Abb. 3. TemperatureinfluB auf die Nach- 
reifung von Lupinensamen, 
Prozentualer Fettgehalt ( ), 
Jodzahl ( ) und Séurezahl (— — —). 
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Abb. 4. Nachreifung bei 30°. Mittlerer 
Fettgehalt des einzelnen Samens und 
Trockengewicht. 


% Fett JZ. 
Fettgehalt 


0,007 732 5,39  108,0 | 20,5 186 
0,008 877 6,55 105.6 17,2. 185 
0,009 517 || 7,86 | 102,2 13,7 | 183 
0,009 277 || 7,40 102.2) 12,3 | 186 
0,008 421), 6,79  104,2: 10,4 185 
0,007 627. 6,33 = 104,5 8,6 180 


Der Fettgehalt nimmt einen 
ahnlichen Verlauf wie bei 200. 
Er steigt bis zum Maximum, 
das infolge des in der Warme 
schnelleren Reaktionsablaufs et- 
wa 1 Tag friiher erreicht wird 
als beim Nachreifen bei 20° (Ver- 
gleichskurve, Abb. 3). Wahrend 
der Anstieg kaum schneller geht, 
ist der Abfall der Kurve deutlich 
steiler. Nach 7 Tagen ist noch 
kaum eine Annaherung an einen 
konstanten Wert zu sehen. Beim 
mittleren Fettgehalt des Einze!- 
samens wird der Ausgangsfett- 
gehalt aber schon unterschritten 
(Abb. 4). Die Zunahme vom An- 
fangs- bis zum Héchstwert ist 
auch nicht so groB wie bei nie- 
drigeren Temperaturen. Warme 
hat also nicht nur auf die Fett 
bildung hemmend gewirkt, son- 
dern sogar den Fettabbau ge 
fordert. Es wird hier das be 
statigt, was schon im _ vorigen 
Versuch (Tabelle IX) angedeut 
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ist. Die Kurve der Saurezahlen (Abb.3) hat auch nach dem bei 2,5 Tagen 
ejnvetretenen Knick noch ein starkeres Gefalle als es sonst in diesem 
Teil der Kurve der Fall ist. Interessant ist das Verhalten der Jod- 
zahlen. Wahrend im vorigen Versuch die JZ. in ihrem Anstieg ge- 
hemmt war, hat sie hier eine deutliche Verminderung erfahren, erreicht 
ein Minimum, das zeitlich mit dem Fettmaximum zusammenfallt und 
steigt dann wieder ein wenig an. Die Jodzahl verhalt sich hier genau 
entgegengesetzt wie der prozentuale Fettgehalt. Zum Vergleich der 
Temperatureinwirkungen auf die Jodzahl bei der Nachreifung ist eine 
Kurve fiir eine Temperatur von 20° in die Abb. 3 eingezeichnet worden. 


Einwirkung von Lésungen ionisierter Salze. 

SchmalfuB untersuchte die Einwirkung von Ionen auf die Aus- 
bildung des Leindls und fand im Gegensatz zu Heide, der an Endomyces 
vernalis eine Zunahme des Fettgehalts nach Zusatz ionenbildender 
Salze zu der Nahrlésung feststellte, daB die Olmenge nicht beeinfluBt, 
der Sattigungsgrad aber verandert wird. KCl-Diingung lieB die JZ. 
unverandert oder erhdhte sie nur wenig; K,SO, erniedrigte sie. Er 
erklarte diese Wirkung auf dem Umwege itiber den Wasserhaushalt der 
Pflanze, der durch die Kolloidaktivitat der [onen in bestimmter Richtung 
beeinfluBt wird. 

Es wurde nun versucht, durch eintagiges Einlegen der unreifen 
Lupinensamen in verschiedene !/,) molare Salzlésungen den Vorgang 
der Nachreifung zu beeinflussen und unter Umstanden Quantitat und 
Qualitat des Oles zu veraindern. Die Ergebnisse lassen zwar eine Wirkung 
auf die Nachreifung erkennen, ein besonderer EinfluB der Ionen auf 
die JZ. ist aber nicht feststellbar (Tabelle XI, XII). Bedenkt man 
indessen, daB Schmaljug eine Anderung der JZ. um nur wenige Ein- 
heiten bei einem im reifen Zustande recht ungesattigten Ol (JZ. 150 —170) 
erzielt hat und dabei die ganze Vegetationsperiode des Leins fiir die 
lonenwirkung zur Verfiigung stand, so waren bei dieser nur sehr kurzen 


Tabelle XI. Nachreifung von Lupinensamen an der Luft, 7,5 Tage. 
Temperatur 17°. Die Samen wurden vorher | Tag in 1/10 molare Salz- 
lésungen gelegt. 





Bezogen auf den einzelnen Samen ing 
———__ cine 
Frischgewicht| Frischgewicht oF 
am Anfang | am Ende Trocken 
des Versuchs | des Versuchs 


eowieht Fettgehalt 


Kontrolle 0,799 0,203 0,0174 8,54 
Wasser. . 0,805 0 657 0,180 0,0175 9,73 
16 3) Cee 0,812 0,557 0,183 0,0180 9,80 
CaCl...) 0,803 0,580 0,184 0,0181 9,85 
KH, PO, 0,797 0,617 0,179 0.0177 9,85 
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Tabelle XII. Nachreifung von Lupinensamen 4 Tage an der Luj; 
Vorher 1 Tag Behandlung mit Lésungen. 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 





Frischgewicht) Frischgewicht 
am Anfang | am Ende 
des Versuchs | des Versuchs 


o ‘e' 
Trocken- o Fett 


gewicht 


Fettgehalt 


Analyse sofort 0,665 0,1246 0,006 963 5,59 110,6 
Wasser 0,661 0,665 0,1037 0,007351 7,09 109,7 
m/10 KCl ... 0,650 0,587 0,1051 0,007944 7,56 107,3 
m10 K,S0O,. 0,660 0,627 0,1090 0,007 872 7,23 108,6 


Zeit bei einem halbtrocknenden ©1, wenn iiberhaupt eine Einwirkuny 
stattgefunden hat, nur sehr kleine Abweichungen zu erwarten gewesey 
die unterhalb oder gerade an der Grenze der Genauigkeit geleven 
haben miissen. 
Es scheint nach diesen Ergebnissen, daB die 1 Tag in Wasser 
gelegten Samen langsamer nachreifen als wenn sie die gleiche Zeit in 
den hier angewandten Lésungen ver. 
___ ako bracht haben: denn nicht nur de: 
shes LL Fett) ‘ettgehalt ist geringer, sondern auch 
ie ae die Saurezah] hat nicht so weit ab.- 
Ya | | | i genommen (bei besonderer Beriick- 
tn aad sichtigung der in Tabelle XII an. 
%, en ee gegebenen Werte, da hier eine grolier 
AS! | Nachreifung vorhanden ist). Ein Ver- 
Sj Luf¥ (52) 9 gleich dieser MeBBwerte mit den fii 
i a die Nachreifung in Luft und in Wasser 
Tage erhaltenen Kurven (Abb. 5) zeigt 
Ave. 5. Machrltong von Lapiaey- da} bei eintdigiger Vorbehandhung 
m/10 KCl- und m/10 K, 80,-Lésung. mit Wasser die Saéurezahl] den Wert 
erreicht, den sie in der gleichen Zeit 
auch bei Nachreifung unter Wasser erlangt hatte. Die Saurezahlen 
nach KCl- und K,SO,4-Behandlung sind zwar kleiner, erreichen aber 
nicht den Grad der Verminderung wie beim Nachreifen an der Luft 
Die Fettzunahme ist wohl gréBer als bei der Nachreifung in Wasser 
aber geringer als in Luft. Das trifft fiir den absoluten Gehalt des cin. 
zelnen Samens wie auch fiir den relativen Gehalt in Prozenten des 
Trockengewichts zu. 





~ 











Einflup von Sauerstoff. 

Die Umwandlung von Zucker in Fett bedeutet Erzeugung eines 
Stoffes groBen Energieinhalts aus einem energiedirmeren Ausganygs- 
material. Zur Gewinnung von Energie bei der aeroben héheren Pflanze 
aber dient in erster Linie der AtmungsprozeB. Man kénnte nun an- 





lie 


re} 


rel 
in 


Zi 


be 
da 
ha 


| Ver. 
r der 
auch 
t ab. 
riick- 


Hbery 
| Ver- 
nr fiir 
assel 
Leiut 
ilung 
Wert 
Zeit 
thlen 
aber 
Luft 
sser 
ein- 


1 des 


Pines 
ings- 
anze 


| an- 


Fettstoffwechsel reifender und keimender Leguminosensamen. 155 


nehmen, daB bei reichlicher Zufuhr von Energie in geeigneter Form 
das Gleichgewicht der chemischen Reaktionen zugunsten der Fett- 
bildung verschoben werden miifSte. Dann wiirde eine Férderung der 
Atmung gleichzeitig eine Vermehrung des Fettes bringen. Andererseits 
sind nach den heute wahrscheinlichsten Theorien die als Fettbausteine 


'anzusehenden Spaltprodukte der Kohlenhydrate, namlich Brenz- 


traubensdure und Acetaldehyd wie auch das Glycerin, Produkte der 
alkoholischen Garung, deren Entstehung gerade durch die Abwesenheit 
des fiir die Atmung erforderlichen Sauerstoffs begiinstigt wird. Es 
wiirde sich somit folgender Tatbestand ergeben: Sauerstoffatmung 
liefert zwar viel Energie, hindert aber die Bildung der ebenso not- 
wendigen Fettbausteine; die sauerstofffreie intramolekulare Atmung 
liefert zwar diese Bausteine, aber weniger Energie. 

Welchen Verlauf nimmt nun die Fettbildung wahrend der Nach- 
reifung, wenn die einen oder die anderen Bedingungen vorherrschen ? 

Zur Klarung dieser Frage wurde zunachst die folgende Versuchs- 
reihe angesetzt, bei der die Samen (Lupinus) in Luft, Sauerstoff und 
in schwach lufthaltigem Kohlendioxyd 6 Tage und 20 Stunden bei 
Zimmertemperatur (20°) im Dunkeln nachreiften (Tabelle XIII). 


Tabelle XIII. Nachreifung von Lupinensamen in Luft, Sauerstoff 
und Kohlendioxyd, 6 Tage 20 Stunden. 





Bezogen auf den einzelnen Samen ing 


————--~ - | % Fett} JZ. 
Frischgewicht Trockengewicht Fettgehalt 


Analyse sofort 0,803 0,218 0.0217 9,96 118,6 12,6 180 
0,815 0,197 0,0218 11,06 118.0 8,7 182 
0,841 0,199 0,0222 11,16 1180 86 180 
0,827 0,204 0,0239 11,70 | 116,8.; 7,0 | 179 


Ein Vergleich der in Luft und der in Sauerstoff erhaltenen Fett- 
zunahme zeigt keinen wesentlichen Unterschied zwischen beiden Werten. 
Die erhéhte Sauerstotfkonzentration hat wohl keinen Einflu8 gehabt. 
Aber auch die Atmung ist, wie die praktisch gleiche Abnahme der 
Trockengewichte andeutet, nicht intensiver geworden und darum 
mute auch die erwartete Férderung der Energieproduktion ausbleiben. 
Eine Wiederholung dieses Versuchs brachte die gleichen Resultate. 

Die eingehendere Untersuchung der Nachreifung in Sauerstoff- 
atmosphare ergab nahezu denselben Verlauf wie in Luft (Tabelle XIV; 
Abb. 6). 

Der Anstieg der prozentualen Fettkurve ist steiler und weiter als 
bei den anderen bisher erhaltenen Kurven. Das liegt aber zum Teil 
daran, daB hier die Samen das fiir die Nachreifung giinstigste Alter 
hatten, zum anderen Teil an der anfangs starkeren Trockengewichts- 
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Tabelle XIV. Nachreifung von Lupinensamen in Sauerst 





Bezogen auf den einzelnen Samen ing 
Tage | Frischgewicht Frischgewicht 
am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 





Trocken- 


gewicht Fettgehalt 


0,687 0,1328 0,005 834 || 4,39  107,6 29,5 183 
0,684 0,653 0,1141 | 0,007 839 || 6,87 108,8 21,8 184 
0,683 0,633 0,1092 0,007 665) 7,05 111,38 19,1 181 
0,674 0,611 0,1087 0,007052 6,68 | 110.9 17,9 184 
0,67 0,597 0,1043 | 0,006 704, 6,43 | 112,9 17,4 183 
0,685 0,609 0,1038 0,006604 6,36 110,9 17,2 185 


abnahme. Direkte Vergleichsmessungen fiir Luft liegen hier nicht vor 
Eine geringe Beschleunigung des Vorganges scheint aber stattgefunden 
zu haben; denn das Maxi- 
mum der Fettkurve wird 
; etwas friiher erreicht. 
Lut t{Fett) Aus der Tabelle XIII 
ist deutlich zu_ ersehen, 
Lack Py) daB die in CQ,-Atmo. 
Oe sphare nach etwa 7 Tagen 
t 2 


| erzielten Fettgehalte hé 





No(fetH 





Biba her sind als die in Sauer. 
hae Sa SR es Sees" stoff oder in Luft. Da- 
St PP eee raus soll aber nicht auf 
Le einen durch Sauerstoff- 
~ Lute{S2) abwesenheit herbeige- 


ie , fiihrten verstarkten Fort 
Tage 


Abb. 6. Nachreifung von unreifen Samen (Lupinus ; ee 
albus) in Luft, Sauerstoff und Stickstoffatmosphire. geschlossen werden. Ehet 


ist es schon wahrschein- 
lich, daB die Erhéhung der Konzentration der Kohlensaure, die ein 
Endprodukt sowohl bei der Atmung wie bei der Garung ist, das Gleich- 
gewicht dieser chemischen Reaktionen nach der anderen Seite hin ver- 
schiebt und daher auf die Bildung der Fettbausteine und die Energie- 
beschaffung hemmend wirkt. Beachtet man ferner, welchen Verlauf die 
Kurve des Fettgehalts wahrend der Nachreifung nimmt, so liegt der 
SchluB nahe, daB die Kohlenséure den Prozef verzégert hat und der 
erhaltene Fettwert noch in der Nahe des Kurvenmaximums liegen 


~— 








gang der Fettsynthese 


mu, wahrend bei Sauerstoffanwesenheit der ganze Vorgang schneller 
verlauft, aber durch héhere O,-Konzentration als in der Luft vorhanden 
keine nennenswerte Beschleunigung mehr erfahrt. 


Um die Wirkung der Sauerstoffabwesenheit zu studieren, ist es 
allerdings vorteilhafter, die Nachreifung in einem Gas vorzunehmen 
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das nicht wie Kohlendioxyd an den chemischen Vorgangen in der Zelle 
beteiligt ist. Darum wurde der nachste Nachreifungsversuch in Stick- 
stolfatmosphare vorgenommen, Der grofe Exsikkator, in dem sich die 
hierfir bestimmten Portionen mit Samen befanden, wurde dauernd 
von Stickstoff (mit bis zu 2% Sauerstoffgehalt) durchstrémt, ent- 
standene Kohlensaiure durch Kaliumhydroxyd entfernt. Ein Einzel- 
versuch wurde zur Kontrolle als Parallelversuch in Luft ausgefiihrt 
und nach 6 Tagen abgebrochen. Die Temperatur betrug 20°, (Ergebnisse 


in Tabelle XV und in Abb. 6.) 


Tabelle XV. Nachreifung von Lupinensamen in Stickstoff. 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 
Frischgewicht Frischgewicht 
am Anfang am Ende 
des Versuchs des Versuchs 


Trocken- 


eee 
gewicht Fettgehalt 


0,753 0,1540 0,008 823) 5,73 7,5 19,4 
: 0,755 0,733 0,1421 0,009 484) 6,67 7; 18,2 
6 0,749 0,678 0.1345 0,009896) 7,35 07,5 | 16,2 
9 0,753 0,596 0,1311 0,009999) 7,62 i 13,8 


ae} 0.744 0,655 —0,1818 | 0,010093' 7,66 | 12.9 

Die Kurve des prozentualen Fettgehalts steigt nur sehr langsam 
an. Die Zunahme wird aber vom 6. zum 9. Tage deutlich geringer, so 
daB man bei der Annahme, daB die Kurve nach dem ersten Anstieg 
wieder wie bisher eine Abnahme hat, erwarten kann, da das Maximum 
bald erreicht sein wird. Die Verzégerung der Nachreifung tritt besonders 
klar hervor beim Vergleich mit der durch den MeBpunkt des Parallel- 
versuchs gezogenen Nachreifungskurve fiir Luft. Der mittlere Fett- 
gehalt des einzelnen Samens zeigt mit derselben Verzégerung bis zum 
9. Tage ebenfalls eine standige Zunahme, die sich zu Anfang etwa in 
den Grenzen halt, wie sie fiir die Nachreifung unter Wasser festgestellt 
worden sind. Fortwahrende Abnahme des Trockengewichts ist vor- 
handen, wenn auch geringer als in Luft. Sehr deutlich kommt die 
Hemmung auch bei der Saéurezah] zum Ausdruck. Wahrend sonst die 


stirkste Abnahme immer zu Beginn der Nachreifung zu finden war, 
ist sie hier zunachst nur klein und wird dann erst allmahlich gréBer 
(vgl. die entsprechenden SZ.-Kurven in Abb. 6). Die Jodzahl erweist 
sich als konstant, wahrend sie in Luft unter sonst gleichen Bedingungen 
zuzunehmen pflegt. 


Aus den Ergebnissen geht hervor, daf der Sauerstoff eine wichtige 
Rolle smelt und daB wahrscheinlich der ungestérte Verlauf der Atmung 
fiir die Nachreifung und die hierbei stattfindende Bildung von Fett eine 
grobe Bedeutung hat. Diese letzte Ansicht wird noch dadurch unter- 
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strichen, das durch Blauséure die Fettbildung bei der Nachreifung ac, 
in Gegenwart von Sauerstoff fast véllig unterbunden wird. Der auf 
Fermentinaktivierung bzw. -vergiftung beruhende hemmende Einflu/} 
der Blausdure auf die Atmung aber ist bekannt. Zu bedenken wir 
allerdings noch, daB bei in Abwesenheit von Sauerstoff stattfindende: 
Gairung auch eine Schadigung des Gesamtorganismus durch giftiy: 
Garprodukte die Ursache der verminderten Fettproduktion sein kénnte. 
Ein Absterben der Samen in CO,- oder Stickstoffatmosphare war aber 
wahrend der Dauer der Versuche nicht zu beobachten, da beide Gase 
einen geringen Gehalt von O, aufwiesen. 

Die Vergasung der nachreifenden Samen wurde in einem seh 
groBen Exsikkator bei 26° im Dunkeln vorgenommen, der Cyanwasser. 
stoff innerhalb dieses Exsikkators aus Cyankalium entwickelt. Die 
Menge des in der Atmosphare enthaltenen HCN war so groB, dai} nac! 
den bisherigen Kenntnissen iiber die Atmungsfermente die Sauerstoff- 
atmung vollkommen blockiert sein mute. Nach 10 Tagen wurde det 
Versuch abgebrochen. Die gleiche Zeit iiber lief ein Parallelversuch in 
Luft. Ergebnisse siehe Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. Einwirkung von HCN auf die Nachreifung von 
Lupinensamen. 





Bezogen auf den einzelnen Samen in g 
a ts | 9%, Fett JZ. 
Frischgewicht| Trockengewicht Fettgehalt 





Analyse sofort 0,686 0,1400 0,008 185 6,85 108,8 18,3 
10 Tage in Luft 0,682 0,1265 0,008 843 6,99 110,3 10,4 
10 Tagein Luft 

+ HCN.. 0,684 0,1397 0,008 349 6,98  108,8 20,2 


Unter dem Einflu8 der Blausaure ist die prozentuale Fettzunahme 
nur ganz minimal, noch geringer als beim absoluten Fettgehalt, da 
die Trockengewichtsabnahme (Substanzverlust durch Atmung), di 
ihren Anteil an der Erhéhung des Prozentwertes hat, vollkommen fehl. 
Merkwiirdigerweise ist die Saéurezah] etwas gréBer geworden. 

Es ist mit Sicherheit anzunehmen, daf der nach zehntigiger 
HCN-Behandlung gemessene Fettwert noch auf dem ansteigenden Ast 
der Kurve liegt, wenn ein absteigender Ast hier iiberhaupt vorhanden 
ist. Bei Nachreifung in Luft hat zu dieser Zeit der Fettgehalt aber 
schon einen praktisch konstanten Wert angenommen, so da8 bei kiirzerer 
Versuchsdauer die Differenz zwischen beiden Werten unter Umstanden 
noch gréBer sein diirfte als es hier schon der Fall ist. 


Ill. Die normale Reifung an der Pflanze. 


Uber die chemischen Veranderungen des Oles bei der Reifung 
finden sich Angaben bei Jvanow, der fiir verschiedene Olpflanzen Analysen 
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durchgefiihrt hat. Es stellte sich heraus, daB die Reifungsvorginge, 
sofern sie das Samenfett angehen, bei den untersuchten Objekten 
durchaus voneinander abweichen. 

Lein und Hanf haben auch in sehr unreifen Stadien niedrige Saure- 
zahlen. Leinsamen, die etwa ein Drittel des zu bildenden Oles enthalten, 
haben eine SZ. 3,58 und Hanf, bei dem etwa die Halfte des Oles schon 
gebildet ist, eine SZ. 5,81. Dagegen zeigen Raps- und Mohnél bedeutende 
Abnahmen ihres Gehalts an freien Saéuren. Die Jodzahlen bei Lein und 
Mohn nehmen ab; bei Hanf und Raps ist trotz groBer Fettzunahme keine 
Anderung wahrzunehmen. Bei den Verseifungszahlen finden sich Zunahmen 
oder Abnahmen, auch beides oder keins von beiden in der gleichen Reifungs- 
periode, so daB sich gar kein klares Bild ergeben kann. Aber auch die 
Analysen von dem Material derselben Pflanzenart, das in verschiedenen 
Jahren reifte, zeigen Abweichungen. Ein Teil dieser Abweichungen mu 
wohl auf Streuung und Analysenfehler zuriickgefiihrt werden; die gr6éBeren 
Unterschiede im Verhalten der Saure- und Jodzahlen sind aber zweifellos 
als Eigentiimlichkeiten der Pflanzen anzusehen, 

Es mag daher nicht iiberfliissig erscheinen, die Verainderung des 
Oles wihrend der Reifung auch an einem Vertreter der Leguminosen 
m untersuchen, was um so naheliegender ist, als fiir Nachreifungs- 
versuche sowieso zahlreiche Kontrollen nétig waren, die bei geeigneter 
Wahl fiir diese Untersuchung verwertet werden konnten und nur 
gewisser Erweiterungen bedurften. Auch bieten diese Ergebnisse die 
Méglichkeit eines Vergleichs zwischen Reifung und Nachreifung. 

Die Untersuchungen wurden in zwei aufeinanderfolgenden Jahren 
ausgefiihrt. Das Material fiir die Analysen stammte jedesmal von dem 
gleichen Felde und aus solchen Fruchtstanden, die zu gleicher Zeit 
gebliiht hatten. Als ungefihrer Anhaltspunkt fiir den Reifezustand 
kann der prozentuale Fettgehalt oder auch das Trockengewicht der 
Samen dienen. Kurz vor der Reife versagen diese MaQstibe jedoch, 
da sich mit der von hier ab starker schwankenden SamengréBe auch die 
anderen Werte andern (vgl. Teil IV). Die verschiedenen analysierten 
Reifestadien sind in der Reihenfolge ihres Alters in den Tabellen XVII 
und XVIII angeordnet. Die jiingsten Samen waren noch recht klein, 
intensiv griin und enthielten in ihren Kotyledonen sehr viel Schleim. 
Mit dem Wachstum des Embryos und mit seiner Auffiillung mit Reserve- 
stoffen gingen Schleimgehalt und griine Farbung zuriick. Bei einem 
Gehalt von etwa 8° Fett war der Schleim verschwunden. Die letzte 
Reihe jeder Tabelle enthalt die Werte fiir den Zustand der Vollreife. 

Wahrend der junge Samen heranwachst, vermehrt sich nicht nur 
der absolute, sondern auch der prozentuale Olgehalt fortwahrend. 
Das Ansteigen der Jodzahl (Tabelle XVII) ist deutlich. Auch haben 
unreife Stadien eine recht hohe Saurezahl (vgl. Abb.7). Die Ver- 


seifungszahl ist zunichst niedrig, steigt aber stark an und sinkt dann 
wieder ein gutes Stiick zuriick. Dieses Maximum der VZ.-Kurve vor 
der Reife ist durch zahlreiche Analysen belegt, die in dieser Zone saimt- 
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Tabelle XVII. Samenreifung bei Lupinus albus (1938) B 
Fiir den einzelnen Samen in g a el 
Para, SIR NC es aS vite Rea % Fett Z. Z. VZ. fa habe cgay ires 
Trockengewicht Fettgehalt d 
vA 
0,132 0,006 32 4,79 106 27, 165 
0,190 | 00,0164 8.64 108,9 ) 204 
0,203 0,017 4 8.54 113,8 , 212 
0,230 0,021 2 9,23 114,3 2,6 205 
0,270 0,025 3 9,25 114,5 ; 181 
Tabelle XVIII. Samenreifung bei Lupinus albus (1939) 
Fir den einzelnen Samen Unverseifbares 
gears ae arr s % Fettvom  _ i mee ee 
mittleres mittlerer Trocken- be % ey : Schmelz 
Trockengewicht Fettgehalt anton ey Gehalt PFO Samen  peroi, 
in g in mg im Fett /? ™8 
0,054 94 1,368 2,49 50,1 146-150 eo 
0,056 15 1,528 2,72 46,4 — 18,16 | 0,2775 |145-15; 
0,082 73 2,521 3,05 41,5 171 14,35 | 0,8617 |140—14) 
0,093 20 3,129 3,36 38,5 166-176 — 
0,108 2 3,738 346 | 385 166 ~ S 
0,132 8 5,834 4,39 29,7 183 7,75 | 0,4522 di 
0,145 0 7,405 5,10 24,9 ~ bs 0.4720 da 
0,143 3 1,782 5,39 20.5 186 _ ; 
0,236 6 17,88 7,56 11,8 200 0,7815 |133—14 80 


0,367 2 37,36 10,18 5,9 194 p 1,0034 
0,374 8 39,83 10,51 5,6 193 - 
0,477 9 53,37 i i i ae i #5 181,5 0,9257 


liche zwischen 190 und 212 liegende Werte lieferten, und ist auch zum 
Teil aus den Analysenergebnissen Jvanows zu erkennen. Die anfanglicl 
Zunahme kann teilweise durch die relative Abnahme des Unverseifbare1 
erklirt werden; der Riickgang aber muB8 wohl durch eine wirkliche 
Abnahme der freien oder veresterten Carboxylgruppen hervorgerufen 
sein. Es kénnte sich um nicht zu den Fetten gehérige Stoffe handeln 
die im letzten Reifungsstadium im Samen abgebaut oder aus ihm weg. § ,,, 
beférdert werden. Es ware aber auch unter der Voraussetzung, daf di 
Nichtfette keinen wesentlichen Anteil am Atherextrakt haben, div 
Moglichkeit zu erwagen, daB niedermolekulare Fettsduren unter teil- 
weisem Verlust der Carboxylgruppen zu langeren Ketten vereint werden. § y, 
Zwar wirkt sich eine hohe Saurezahl auf alle Kennzahlen des Fettes § 
aus, die wegen des Fehlens des Glycerins im gespaltenen Fett um so J 1, 
héher liegen, je gréBer die Saéurezahl ist (Griin). Die Erniedrigung der 
Saurezahl kann aber nicht allein fiir die Abnahme der Verseifungszal! § ,,, 
verantwortlich gemacht werden, da die oft nur geringe Verminderung § g, 
der Saurezahl bei weitem nicht ausreicht, um die groBen Unterschiede J fy, 
zwischen den Verseifungszahlen zu kompensieren. au 
Der Gehalt an Unverseifbarem im Fett nimmt mit fortschreitender § ;, 
Reife ab (Abb. 8). Deshalb ist aber noch kein Verschwinden dieser § 5, 
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Bestandteile anzunehmen. Im Gegenteil, wie aus der Tabelle XVIII 
ersichtlich ist, nimmt die absolute Menge im einzelnen Samen wahrend 
des Wachstums zu, scheint aber mit der Fettbildung nicht in Beziehung 
zu stehen. 














Fett im Somen 


Abb. 7. Abnahme der Siurezahl des Samenfettes von Lupinus albus wibrend der Reifung. 


Ein groBer Teil des Unverseifbaren entstammt den Samenschalen 
und es ist wohl in erster Linie dem Umstand, da8 im unreifen Zustande 
die Schale einen erheblichen Anteil am Samengewicht hat, zuzuschreiben, 
daB der Prozentwert an unverseifbaren atherléslichen Stoffen zunachst 
so hoch 
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Fett im Samen 


\bb. 8. Abnahme des Gehalts an unverseifbaren Bestandteilen im Samenfett von Lupinus albus 
wihrend der Reifung. 

Beim Extrahieren der Schalen fast reifer Samen betrug der Ather- 
extrakt 0,6—1,0 % des Schalentrockengewichts, war fest, von gelblich 
weiBer Farbe und bestand zu 72° aus unverseifbaren Bestandteilen, 
unter denen geringe Mengen von Carotinoiden, zu einem sehr groBen 
Teil aber Sterine vertreten waren. Dieses aus dem Schalenextrakt 
gewonnene Unverseifbare schmilzt zwischen 180 und 184°. Das Un- 
verseifbare des Samenfettes aber hat je nach dem Reifezustand des 
Samens andere Schmelzpunkte. So wie wahrend der Reifung das 
Unverseifbare der Schale im Fett weiter zuriickgedrangt wird, riickt 
auch die Schmelzzone des im Samenfett enthaltenen Unverseifbaren 
in den Bereich tieferer Temperaturen (Tabelle XVIII), was schon 
iuBerlich an der weicher werdenden Konsistenz zu spiiren ist. 
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Vergleicht man die untersuchten Vorgange der natiirlichen Reifing 
und der Nachreifung isolierter Samen miteinander, so sind neben dey 
Ubereinstimmungen doch auch Unterschiede festzustellen. 

Der Fettgehalt bei der Nachreifung zeigt nach anfanglichem Anstieg 
eine Abnahme, die sich bei normaler Reifung an der Pflanze nicht 
tindet, wie aus eigenen Untersuchungen und aus den meisten Angaben 
in der Literatur zu ersehen ist. Jedoch gibt es auch Ausnahmen. 

Korsakoff berichtet iiber eine erhebliche Verminderung des Petro}. 
itherextrakts (in Prozenten vom Trockengewicht) bei der Reifung det 
Samen von_Lychnis (Agrostemma) Githago. Die Menge des Rohfettes 
sinkt hier um mehr als die Halfte des schon vorhandenen Gehalts wieder 
ab (von 14,99°, auf 6,97°%,), so daB es schwer ist, diese Erscheinuny 
allein dem Verschwinden beigemengter fettléslicher Nichtfette zuzu 
sprechen. 

In sehr geringem Mahe findet auch bei der von Wiintz untersuchten 
Reifung des Rapses eine Verminderung des absoluten Olgehalts und 
des Trockengewichts statt. Die Abnahme der Kohlenhydrate ist hierbe: 
jedoch gréBer als die des Fettes und darum steigt der prozentuale 
‘ettgehalt dennoch an. Verstandlich wird dieses durch die Annahme 
daB in einem vorgeschrittenen Stadium der Reife die Nahrstoffzufuhr 
zum Samen aufhért, dieser aber seine Lebenstatigkeit noch einige Zeit 
wohl bis zum Austrocknen, aufrecht erhalt und einen Teil seiner Reserve. 
stoffe (Kohlenhydrate und auch Fette) durch Atmung verbraucht 
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Die Erscheinungen beim Nachreifen von Lupinensamen lassen sich 
jedoch hierdurch nicht in zufriedenstellender Weise erklaren. Die 
Samen bzw. Friichte waren hier zwar oft lange vor dem Eintrocknen 
geschiitzt und mu ten daher in dieser Zeit Substanz veratmen: abet 
eine Zufuhr von Nahrstoffen, wenn man die in den Friichten nach 
reifenden Samen in Betracht zieht, fand auch weiterhin statt, so dat 
also gar kein Grund vorlag, die Reservestoffe, insbesondere die Fette 
des Samens anzugreifen. 


Weiterhin zeigen die Fette reifer und nachgereifter Samen Unter- 


schiede in qualitativer Hinsicht. So erreicht z. B. die Saurezahl bei de 
Nachreifung nicht den niedrigen Wert wie bei normaler Ausreifung. 
Das ist besonders deutlich bei einer schwer nachreifenden Lupinenrasse 
Wahrend die Saurezahlen bei vélliger Reife um 1 herum liegen, lieSen 
sich bei noch so langem Nachreifen auch bei sehr groBer Trockenheit 


keine niedrigeren Saurezahlen als 5 erzielen, selbst dann nicht, wenn 
die Nachreifung schon mit sehr kleiner Saéurezahl begann. Die Ab- 
nahmen der Saurezahlen waren: 
27 auf 15 von 10. auf 7 

ree | 
g 
8 


von 
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fung Diese Tatsache muBB die schon friiher ausgesprochene Ansicht be- 
den stirken, daB keineswegs alle im unreifen Fett vorhandenen Sauren 

Fettsauren sind, die sich spaiter mit Glycerin vereinigen. Es scheint 
stieg vielmehr so zu sein, daB eine gewisse Menge der Sauren bei normaler 
Licht Reifung aus dem Samen wegtransportiert wird oder jedenfalls ver- 
aben schwindet, die nach Unterbrechung der Verbindung mit der Pflanze 
nicht mehr verschwinden kann. Das steht im Einklang mit dem Ver- 
halten der Verseifungszahlen; denn auch diese andern sich bei der 
Nachreitung meistens nur wenig oder gar nicht, wahrend die Werte bei 


trol. 
r der 
arn normaler Ausreifung im allgemeinen deutliche Verinderungen erfahren. 

Auch das im unreifen Samen reichlich anwesende Chlorophyll, das 
bei normaler Reifung ganzlich entfernt wird, so daB das 01 voll aus- 


gereifter Samen eine goldgelbe Farbe ohne eine Spur von Griin hat, 


leder 


NuUnY 


UZ 

wird bei der Nachreifung wohl vermindert, scheint aber doch nicht 
hten ganz aus dem Samen verschwinden zu kénnen. Vielleicht wirkt hier 
und die Anstauung der Abbauprodukte im Samen hemmend auf den weiteren 
orbej Abbau. 
ale Die folgende Tabelle XLX bringt eine Gegeniiberstellung der durch 
hme Reifung und Nachreifung (20°) hervorgerufenen Veranderungen des 
fuhr Fettes von Samen, die schon recht nahe der Reife sind. Im Stadium I 


Zeit hatten die Friichte ein weif-gelblichgriines Aussehen, waren prall und 
saftig. Das Stadium Il wurde 1 Woche spater geerntet. Hier hatten 
cht die Friichte schon eine gelbe Farbe und begannen auszutrocknen. 
sich Stadium III war bei Vollreife. Von L und IL reifte die Halfte der Samen 

bei 20° 10 Tage lang nach, so daB man erwarten konnte, da bei noch 


Die 
ae langerer Nachreifung keine wesentlichen Veranderungen mehr eintreten 
NTE T) . 


-Tve- 


wiirden. 
a bet 


wach Tabelle XIX. Reifung und Nachreifung der Samen von Lupinus 
dali albus. 





ette ve : . , 
Fiir den einzelnen Samen in g Un- 
aes ie zi ; | ver- Farbe 
VZ.  seif- des 
bares les 
in % 


Anfangs-. End- 
nter- frisch- _frisch- 
gewicht gewicht 


Trocken- Fett- 
gewicht gehalt 
i det 

hung. I. Friichte saftig. 0,3672 0,037 36, 10,18 162,65,9 194 | 2,69 griin 
asse Nachgereift .. 1,216 0,746 0,3504 0,038 84 11,09 105,52,1 188 | — _ gelb 
gelb- 
grin 


eben JIL Beginnder Ein- | 
rheit trocknung | 


- 0,3748 0,039 83 10,51 103,25,6 193 2,60) 
Nachgereift .. 1,119 0,684 0,3555 0,039 63) 11,15 104,3 1,82 188 gelb 


gold- 
gelb 


venn 
0,505 0.4779 0,053 37) 11,17 104.1 0,52 181,5 1,74) 


IV. Untersuchungen an reifen Samen. 


Wie schon frither 6fters erwahnt, hat die Temperatur auf den 
Sattigungsgrad des Pflanzendls einen bedeutenden EinfluB. Es hat 











164 P,. Neumann: 


demnach nicht nur das durch die geographische Lage bedingte Klima 
eine Bedeutung, es miissen, wenn auch in geringerem AusmaBe, in ver- 
schieden warmen Jahren und schlieBlich auch bei den zu ungleich 
warmen Zeiten des gleichen Jahres gereiften Samen Unterschiede der 
Jodzahlen auftreten. Diese Tatsache ist mehrfach bestatigt worden. 
Ivanow fand, daB die Jodzahlen des spater im Jahre ausgesiten Leins 
gréBer waren. (illot stellte ebenfalls solche Unterschiede an Mercurialis 
fest, je nachdem die Pflanzen friiher oder spater zur Reife gelangten 
Der Unterschied zwischen Sommer- und Herbstélen betrug jedoch 
nicht mehr als 5°, der Jodzahlen. Ganz im Gegensatz zum Sattigungs- 
grad soll der Olgehalt im allgemeinen nur wenig von auBeren Einfliissen 
abhangen (Rudorf). 

Da nun Lupinus albus zwei- oder dreimal hintereinander im Jahre 
bliiht und reift, war anzunehmen, daB auch das Ol der auf ein und 
derselben Pflanze zu verschiedenen Zeiten des Jahres (Juli—September) 
gereiften Samen Verschiedenheiten aufweisen wiirde. Die Ernten 
zweier aufeinanderfolgender Jahre (1938 und 1939) wurden daraufhin 
untersucht. 

Fiir die Analysen wurden vollkommen reife und ausgetrocknete 
Friichte je nach Bliite- und Reifezeit gesondert eingesammelt und in 
ungefahr gleich groBen Portionen von etwa gleichem mittleren Samen- 
gewicht verarbeitet. Die Ergebnisse (Mittelwerte) finden sich in den 


Tabellen XX und XXI. 


Tabelle XX. Lupinus albus, Ernte 1938. 





- Fiir den einzelnen Samen in g 
Bliite- und eS st 2 LI EB PT % Fett JZ. 


Reifezeit Trockengewicht Fettgehalt 


Unverseifbares 
in % 


I 0,296 0,0238 8,05 115,6 
II 0,273 0,0253 9,25 114,5 
IIt 0,278 0,0277 9,95 115,2 | 


Tabelle XXTI. Lupinus albus, Ernte 1939. 





Fiir den einzelnen Samen in g 
Nan aS INTACT cise |e. JZ. SZ. VZ. 
Trockengewicht Fettgehalt 


Saatgut ... 0,3142 0,032 09 10,21 | 106,1 | 1,13 | 184,7 


Reifezeit I 0,4779 0,053 37 11,17 | 104,1; 0,62 | 181,5 
Reifezeit IT 0.4247 0,046 82 11,03 101.3 0,49 180,9 


Im Jahre 1938 zeigten die Jodzahlen keine wesentlichen Unter- 
schiede. Jedoch fallt es auf, daB trotz etwa gleicher SamengréBe det 
Fettgehalt sowohl des einzelnen Samens wie auch in Prozenten vom 
Trockengewicht eindeutig zunimmt, je weiter man an der Pflanze nach 





gu 
stl 


Ta 


lima 
ver. 
eich 
cer 
den 
NS 
ialis 
‘ten, 
loch 
ngs- 


ssen 


ihre 
und 
ber) 
iten 


fhin 


hete 
1 in 
nen- 


den 


Fettstoffwechsel reifender und keimender Leguminosensamen. 165 


oben kommt oder je spater im Jahre die Friichte reiften. Genau um- 
vekehrt verhalt sich das Unverseifbare. Die Analysen des folgenden 
Jahres 1939 ergaben wohl einen geringen Unterschied im Sattigungs- 
gad. Der Fettgehalt weist dagegen nur geringe Differenzen auf, die 
ebenso wie beim Unverseifbaren von der verschiedenen Samengrébe 
ibhangen diirften. Da die Untersuchungen zweier Jahre ziemlich 
ungleiche Ergebnisse lieferten, die zu gleicher Zeit gereiften Friichte 
and Samen unter sich aber recht einheitlich waren, kann man wohl 
annehmen, da die aufgetretenen Unterschiede, besonders auch die im 
Fettgehalt (1938), auf auBere Einfliisse zuriickzufiihren sind. 


Bei der Verteilung des Samenmaterials fiir die Nachreifungsversuche 
und auch bei den anderen Analysen wurde immer darauf geachtet, mit 
méglichst gleich groBen Samen zu arbeiten, um etwaige durch die 
Ungleichheit der Samen hervorgerufene Unterschiede yon vornherein 
auszuschalten. 

Uber den EinfluB der SamengréBe sind die Ansichten geteilt. Nach 
Detmer haben kleinere Samen einen anderen prozentualen Gehalt an organi- 
schen Stoffen als gréBere. Tilenius beschaftigte sich auch mit dieser Frage. 
Seine Untersuchungen an Sonnenblumensamen (Friichten!) ergaben keine 
Unterschiede im Fettgehalt und Sattigungsgrad. Die Streuung seiner 
Analysenwerte ist aber beachtlich. 

Um iiber das Verhalten der Lupinensamen Klarheit zu verschaffen, 
wurde hier nochmals eine Untersuchung vorgenommen. Da die Samen 
verschiedener Fruchtstande derselben Ptlanzen sich nicht véllig gleichen, 


wie oben dargelegt ist, wurden nur Samen aus Fruchtstaénden der 
zweiten Etage gewahlt. Fiir die ersten drei Analysen kamen fiir jede 
etwa 110 g Trockensubstanz, fiir die iibrigen etwa 30 g zur Anwendung. 

Aus beiden Abschnitten der Tabelle XXII ist zu ersehen, dab so 
gut wie samtliche Kennzahlen sich mit der GréBe des Samens in be- 
stimmter Richtung andern. Je gréSer der Samen, um so gréber ist 


Tabelle XXII. Abhangigkeit des Fettgehalts und der Fetteigen- 
schaften von der SamengréBe (Lupinus albus). 





Fir den einzelnen Samen in g 





o% Fett JZ. SZ. VZ. { nverseifbares 


Trockengewicht | Fettgehalt - 


0,316 0,0310 9,80 114,21 0,98 
0,0253 9,25 114,48 1,70 
0,0191 8,95 115,47 1,09 


0,0394 10,76 
0,309 0,0309 9,84 
0,261 0,0246 9.40 
0,235 0,0216 9,18 
0,173 0,0147 8,48 
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nicht nur sein absoluter, sondern auch sein prozentualer Fettgelalt 
um so kleiner aber wird sein Unverseifbares, das sich wiederum auf diy 
Verseifungszahlen auswirkt in dem Sinne, daB bei gréBerem Gehalt ay 
unverseifbaren Bestandteilen die Menge des Verseifbaren abnimmt 
Die Saurezahlen zeigen kein geordnetes Verhalten; sie sind auch kein 
fiir das reife Fett charakteristischen Kennzahlen. Sehr geringe, aber be) 
der Einheitlichkeit des Materials doch deutliche Veranderungen weisen 
auch die Jodzahlen auf, die mit steigender Samengréfe kleiner werden 

Alle diese Kennzahlen zeigen nahezu lineare Abhangigkeit vom 
mittleren Trockengewicht der Samen, aus denen das Fett gewonnen 
wurde. Die Erklarung hierfiir lieBe sich etwa auf folgende Weise geben 
Der auf die Trockensubstanz bezogene Atherextrakt der Schalen jst 
geringer als der der Embryonen. Mit Zunahme der Samengr6Be kann 
aber die Schale, die gewissermaBen Oberflaiche ist, nicht in gleichem 
Schritt mithalten; daher wird der prozentuale Fettgehalt gréBer. Der 
Schalenextrakt enthalt aber besonders viel Unverseifbares, welches in 
dem Mae relativ zunimmt, als die Samen kleiner werden, d. b. wenn 
der Schalenanteil gré8er wird. Ein zunehmendes Unverseifbares bringt, 
wie ohne weiteres verstandlich, eine Erniedrigung der Verseifungszah| 
Da nun dieses Unverseifbare sehr reich an ungesattigten Verbindungen 
ist, steigt die Jodzahl bei sinkendem Unverseifbarem, nimmt also mit 
zunehmendem Fettgehalt und zunehmender SamengréBe ab. 

Die an den ausgereiften Samen festgestellten Unterschiede sind 
besonders zu_ beriicksichtigen, wenn man ein médglichst einheitliches 
Material erlangen will. Da die quantitative Fettbestimmung und die 
Methoden zur Ermittlung der chemischen Kennzahlen recht genau sind 
gilt es, die durch Verschiedenheit der Samen hervorgerufene Streuung 
herabzusetzen. Bei der Auswahl des Materials ist daher besonders 
darauf zu achten, dai die Samen unter méglichst gleichen auberen 
Bedingungen herangewachsen sind (gleichzeitige Aussaat und Reife 
und gleicher Standort der Mutterpflanze) und da sie auch eine ein 
heitliche GréBe besitzen. 


V. Keimung von Olsamen. 


Durch einen Vorversuch konnte festgestellt werden, daB gekeimte 
Sojabohnen ihren Fettgehalt zunachst erhéhen. In 4 Tagen bei 20" 
stieg der Gehalt von 18,2 °, auf 20,3 °, des Trockengewichts an, wahrend 
die Saurezahl von 1,8—3,5 zunahm, Um diesen Vorgang genauer zu 
priifen, wurde eine Versuchsreihe angesetzt, in welcher die Analysen in 
kiirzeren Abstanden aufeinanderfolgten. Zur Beschleunigung es 
Keimprozesses der relativ langsam keimenden Sojabohnen wurde ie 
Temperatur erhéht (30° im Thermostaten) und um eine Beeinflussuny 
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des Stoffwechsels durch Assimilation zu verhindern, fand die Keimung 
bei Dunkelheit statt. Die Analysendaten sind in der Tabelle XXIII 
zusammengestellt. 

Tabelle XXIII. Keimung bei der Sojabohne. 
Temperatur 30°. 





Einkeimlings- 
Tage “Trockengewicht ~~ Fettgehalt 
g g 
0,1173 0,020 63 18,4 146.6 1,28 
0,1156 0,024 91 21,6 137,3 2,57 
0,1138 0,025 38 22,3 1333 3.65 
0,1137 0,023 56 20,7 138.4 3.71 
0,1216 0,021 14 17,4 140,3 3,93 
0,1175 0,019 51 16,7 134,4 6,70 


% Fett JZ. SZ. VZ. 


190,8 
187,5 
188,5 
191,3 
192,0 
191,4 
Nach 3 Tagen Keimungsdauer erreicht der Fettgehalt cin Maximum 
und beginnt dann ziemlich rasch zu sinken, Prozentualer und Einkeim- 
lings-Fettgehalt verhalten sich gleich, wie aus den graphischen Dar- 
stellungen (Abb. 9) zu ersehen ist. Hs muf sich also um eine wirklich 
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Abb. 9. Keimung der Sojabohne bei 30° C 
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ersten 6 Tagen einiger- 
maBen konstant, obwohl 
keimende Samen recht intensiv atmen und daher an Substanz ver- 
lieren miiBten. Es handelt sich wahrscheinlich um eine Einlagerung 
von Wasser in die Trockensubstanz bei der hydrolytischen Bildung 
kleiner Kohlenhydratmolekiile oder bei der Spaltung der Eiweifmole- 
kiile in die Aminosauren. 

Die Saurezahl nimmt deutlich zu. Die Jodzahl nimmt im Durch- 
schnitt etwas ab, wenn auch erhebliche Schwankungen der Werte vor- 
handen sind. Die Verseifungszahl hat sich anscheinend nicht geandert. 

Nachstehend wird iiber einen Keimversuch mit der Sojabohne 
berichtet, bei dem zur Férderung der Atmung dauernd Sauerstoff 
zugefiihrt wurde. Die Temperatur betrug 36°. 

Die Keimung erfolgt hier erheblich rascher. 
Fettgehalt ist daher schon friiher eingetreten, aber eine so grobe Fett- 


Das Maximum im 
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Tabelle XXIV. Keimung der Sojabohne in Sauerstoff 





Fiir den einzelnen Keimling in g 
Frischgewicht Frischgewicht 
(Samen am Ende 
lufttrocken) des Versuchs 


Trocken-  Fett- Fett JZ. SZ 


gewicht gehalt 


0,151 0,1375 0,02745 19,35 136,9 0,25 

0,150 0,400 0.1410 0.02854 20,25 135,4 0,87 

0,148 0,407 0,1360 0.02817 20,71 134,9 1,19 189 
0,147 0,441 0,1297 0.02641 20,04 134,3 1,87 182 
0,148 0,468 0,1292 0.02434 18,77 134,0 2,36 1x4 
0,146 0,486 0,1280 0,02092 16,35 132,5 3,03 181 
0,144 0,510 0,1254 0,01871 14,92 131,8 3,26 1X4 
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Abb. 10. Keimung der Sojabohne Abb. 11. Keimung der Sojabohne 
in Sauerstoffatmosphire, Tempe- in Sauerstoffatmosphire, Tempe- 
ratur 30°C, ratur 30°C. 


zunahme wie im vorigen Versuch ist nicht mehr vorhanden (Abb. 10). 
Vielleicht ist das auf die Wirkung des Sauerstoffs zuriickzufiihren, 
vielleicht hat sich auch das inzwischen ausgesate und frisch geerntete 
Samenmaterial verandert. Das Trockengewicht nimmt ab (Abb. 11). 
Auch bei der Jodzahl ist hier eine dauernde Verringerung festzustellen. 
Die Verseifungszah] la8t eine Anderung in bestimmter Richtung nicht 
erkennen. Besonders hingewiesen soll aber darauf werden, daB schon 
mit dem Beginn der Quellung der Samen deutliche Wirkungen auf cas 
Fett sowohl in qualitativer wie in quantitativer Hinsicht vorhanden 
sind. Das stimmt mit der Ansicht Lundegardhs iiberein, da durch 
Wasser das Gleichgewicht Ol =. Kohlenhydrat beeinflu8t wird, die sich 
auf den qualitativen Nachweis des Auftretens von Starke in sonst 
starkefreien Olsamen nach Quellung in Wasser stiitzt. 

Ein Keimversuch mit der rascher keimenden weifen Lupine bei 2° 
in Luft (Tabelle X XV) ergab beziiglich des Fettgehalts dasselbe wie bei 
der Sojabohne. Die anfangliche Fettzunahme betrigt hier etwa | 
vom Trockengewicht. Das gelb bis goldgelb aussehende Samenfett 
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nimmt nach der Keimung sehr bald eine dunklere Farbe an. Die Saure- 
zahl nimmt, wie erwartet werden konnte, zu. Die Schwankungen der 
Verseifungszahlen sind wohl durch individuelle Faktoren hervor- 
gerufen. Die Jodzahl steigt jedoch wahrend der 4 Tage dauernden 
Keimung langsam aber bestandig an. 

Derselbe Versuch nach eintagigem Quellen der Samen in m/10 KCl- 
Lisung, anstatt wie vorher in Wasser, brachte nur eine Herabsetzung 
der Keimgeschwindigkeit (Tabelle X XVI). Im iibrigen bestatigt er die 
Ergebnisse der vorigen Versuchsreihe. Der veranderte Quellungs- 
zustand des Plasmas hat also, wenn iiberhaupt geniigend KCI ein- 
gelrungen ist, keinen wesentlichen EinfluB auf den Fettabbau gehabt. 


Tabelle XXV. Keimung von Lupinus albus bei 20°. 
Quellung 1 Tag in Wasser. 





Bezogen auf den einzelnen Keimling in g 
Tage  Frischgewicht 

bei Trockengewicht 
Versuchsende 


Fettgehalt 


0,261 0,0246 9,40 114,4 1,0 
0,725 0,244 0,0242 9,95 114,8 5,0 
0,770 0,249 0,0254 10,20 115,5 5,9 
0,890 0,240 0,0230 9,60 116,3 1.5 


0,883 0,257 (0,0236 9,18 | 1170) 2,6 


Tabelle XXVI. Keimung von Lupinus albus bei 20°. 
Quellung 1 Tag in m/10 KCl-Lésung. 





Bezogen auf den einzelnen Keimling in g 

Tage Frischgewicht. 
bei Trockengewicht Fettgehalt 

Versuchsende e 


=a 0,273 
0,762 0,247 
0,811 0,240 


0,0259 9,25 114,5 181 
0.0246 9,96 114,9 5, 185 
0.0226 9,41 116.7 170 


Uber die Frage, ob die Fettzunahme am Anfang der Keimung auf 
einer Fettsynthese aus Kohlenhydraten beruht, kénnte der respira- 
torische Quotient Auskunft geben. Bei einer Fettsynthese wiirde er 
groBer als 1, beim Fettabbau aber kleiner sein, sofern nicht andere 
Prozesse das Ergebnis verdecken. Das letzte trifft hier aber zu, da bei 
der weiBen Lupine Eiweif als Reservestoff eine groBe Rolle spielt, die 
Veratmung von EiweiB aber einen RQ. — 1 bedingt. Daher wiirde in 
diesem Falle nur ein RQ., der gréBer als 1 ist, einen einigermafBen 
sicheren SchluB auf Fettbildung aus Kohlenhydraten gestatten. 

Zur Vereinfachung wurde hier in einem Vorversuch nur die Ver- 
anderung der Gasmenge in einem 2 Liter fassenden Kulturenkolben, 
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der 350 keimende Sojabohnen enthielt, gemessen. Die Temperatur 
betrug 30°. 

Es lieB sich vom Beginn der Keimung an ein standig zunehmender 
Unterdruck im Kulturenkolben feststellen; der RQ. ist also immer 
deutlich kleiner als 1, so daf§ hiermit kein positiver Nachweis einer 
Fettbildung aus Kohlenhydraten erbracht ist. Die Gasvermindering 
pro Stunde ist allerdings nicht immer gleich gro8, sondern erreicht yom 
2. bis 3. Keimungstage ein Maximum. Der Grund hierfiir ist mit groer 
Wahrscheinlichkeit die infolge besonders starken Wachstums zu dieser 
Zeit recht intensive Atmung (vgl. die groBe Periode des Wachstums 
keimender Samen). 


Angaben iiber die Vorgange bei der Keimung von Olsamen sind 
in der Literatur reichlich zu finden. Der Fettgehalt nimmt nach den 
Ergebnissen der meisten Autoren gleich von vornherein ab (Fleury, 
Miintz, Detmer, du Sablon, Miller, Ivanow, Matthes, Zambotti). 

Miintz und Zambotti konnten dieses auch fiir die Sojabohne feststellen 
und stehen somit im Gegensatz zu den hier (Tabelle XXIII und XXIV) 
angefiihrten Untersuchungen am gleichen Objekt. Da aber die verschiedenen 
Rassen der Sojabohne in SamengréBe und Fettgehalt recht verschieden sein 
kénnen, wire es auch denkbar, daB ihr Verhalten bei der Keimung von 
einander abweicht. 

In einigen Fallen zeigen keimende Samen auch eine Zunahme des 
Olgehalts, die allerdings haufig nur gering ist, so da sie der Autor 


selbst einer eingehenden Diskussion nicht fiir wert befunden hat. 


Nach den Analysen Hellriegels nimmt beim Raps in den ersten Tagen det 
Keimung der Fettgehalt von 47,09 auf 47,76 zu. Ebenso erfahrt das Trocken 
gewicht in dieser Zeit eine geringe Erhéhung. Beides stellte Jegorow auch 
an Cucurbita maxima fest; hier ist aber der Unterschied schon gréber 
(OL: von 45,31 in 6 Tagen aut 46,93; Trockengewicht: von 100,00 auf 104,76) 
‘Deleano fand bei Ricinus communis bis zum 3. Keimungstage eine Zunahme 
von 16,8 auf 17,2, dann eine ganz geringe Abnahme bis zum 8. Tage, von 
wo ab der Olgehalt rasch sank. Das Trockengewicht verringerte sich zunachst 
nur sehr wenig. 

Die Zunahme von Ol und Trockensubstanz wurde zuerst von 
Hellriegel als durch die starke Sauerstoffaufnahme hervorgerufen ge- 
deutet und diese Erklarung wurde auch von zahlreichen spateren For 
schern tibernommen, wenigstens fiir die Zunahme oder Konstanz cles 
Trockengewichts. Nach Czapek soll die Ursache der Olzunahme darin 
liegen, daB ungekeimte Samen sich nicht so vollstandig extrahieren 
lassen. Das kénnte vielleicht fiir geringe Abweichungen ein Grund 
sein, kann jedoch kaum zu einer Zunahme um !/, bis 1/4 des anfangs 
vorhandenen Oles fiihren (vgl. Tabelle XXIII). Die mikrochemische 
Priifung der von den eigenen Versuchen stammenden Trockenriickstanle 
gekeimter und ungekeimter Samen lie auch keine Unterschiede finden 
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Erwahnt mag noch die von Nerking in anderem Zusammenhang 
geauBerte Ansicht von der Existenz von FetteiweiBverbindungen 
werden. 

Nerking fand, daB dureh Sowvhlet-Extraktion véllig fettfrei gemachte 
EiweiBe (Blutserum, MuskeleiweiB, Weizenkleber) nach erfolgter Pepsin- 
verdauung wieder merkliche Atherextrakte lieferten. Er schloB daraus auf 
das Vorhandensein von an Eiweif chemisch gebundenem Fett, das in diesem 
Zustande in Ather unléslich ist, nach der Abspaltung durch die Einwirkung 
von Pepsin aber seine urspriinglichen Eigenschaften wiedergewinnt. Einen 
absolut strengen Beweis fiir die Richtigkeit dieser Auffassung zu bringen, 
ist, wie der Autor selbst zugibt, aber nicht gelungen. Die eigenen experimen- 
tellen Nachpriifungen an der Sojabohne ergaben negative Resultate. Das 
quantitativ extrahierte Samenmehl wurde zunachst mit Pepsin und an- 
schlieBend mit Trypsin bei entsprechend eingestelltem py einige Tage lang 
behandelt. Die nach nochmaligem Zermahlen erfolgte Atherextraktion 
brachte praktisch gar keine Anderung der Fettwerte. Eine Spaltung von 
FetteiweiBverbindungen bei Beginn der Keimung diirfte also nicht die 
Ursache der Fettvermehrung sein. Trotzdem bleibt immer noch die Méglich- 
keit bestehen, daB Fett aus komplizierteren Verbindungen anderer Art 
frei wird, und es wire vor allem zu untersuchen, ob diese Fettzunahme mit 
der Fettabnahme zusammenhingt, die bei kiinstlicher Nachreifung von 
uns beobachtet worden ist. 

Das Ansteigen der freien Saéuren beim Keimen ist schon friih er- 
kannt und in der spateren Zeit immer wieder von neuem bestatigt 
worden; es ist durch die Fettspaltung in Glycerin und Fettsaéure auch 
ohne weiteres erklart. 

Die Bestimmung der Verseifungszahl| brachte meistens zunachst 
keine deutlichen Verainderungen, bei vorgeschrittener Keimung aber 
eine Abnahme (Wallerstein, Miller). Sind hieraus auch keine weit- 
gehenden Schliisse zu ziehen, so ergeben sich doch fiir die Giiltigkeit 
der fiir den Fettabbau im tierischen Organismus angenommenen Hypo- 
these der f-Oxydation Schwierigkeiten: denn in diesem Falle miibte 
infolge Verkiirzung der Fettsdureketten wenigstens voriibergehend eine 
Erhéhung der VZ. auftreten. Eine solche VergréBerung der VZ. am 
Anfang der Keimung ist nur von Zambotti an der Sojabohne festgestellt 
worden, der darum auch die entgegengesetzte Ansicht tiber den pflanz- 
lichen Fettabbau_ vertritt. 

Was das Verhalten des Sattigungsgrades angeht, so findet man in 
den meisten Arbeiten eine mehr oder minder eindeutige Zunahme 
(Abnahme der JZ.). 

White, der von praktischen Gesichtspunkten geleitet durch Keimen 
eine Erhéhung der Jodzahl des Sojaéls erreichen wollte, gelangte zu keinem 
anderen Ergebnis. Matthes stellte jedoch an Helianthus das Gegenteil fest 
Er beobachtete eine sehr betrichtliche Zunahme der JZ., die in etwa 21 Tagen 
um 10 Einheiten vergré8ert wurde und deren Kurve um so steiler anstieg, 
je weiter die Keimung vorgeschritten war. Tilenius versuchte die Wider- 
spriiche, die sich aus den Arbeiten von Miller und Matthes betreffs der Jod- 
zahl bei der Keimung von Helianthus ergaben, zu kliren und gelangte zu 
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einer Zwischenlésung. Die Jodzahlen der Fettsaéuren erfuhren in den e: 
3 Tagen eine Steigerung und sanken dann deutlich ab. Abgesehen von 
geringen Anstieg am Anfang ist es hier doch wieder eine Abnahme. 

Die eigenen Untersuchungen an Lupinensamen zeigen bis zu 4 Tavey 
der Keimung deutlich eine Erhéhung der Jodzahlen, etwas starker als 
bei Matthes an Sonnenblumensamen in der gleichen Zeit. Wann hier die 
Kurve umwendet, ist nicht mehr festgestellt worden. 

Das Verhalten der Jodzahlen bei der Keimung kann jedoch noch 
nicht als vollig geklart gelten; denn sogar die Untersuchungen am 
gleichen Objekt haben mitunter zu verschiedenen Ergebnissen gefiilirt. 
Die Tatsache aber, daB in einigen Fallen die Jodzahlen ansteigen 
beweist, daB die Annahme Jvanows, daB ungesattigte Fettsauren leichter 
zu verarbeiten sind und darum zuerst abgebaut werden bzw. den Fett. 
abbau einleiten, wenn sie tiberhaupt richtig ist, keineswegs unein 
geschrankte Giiltigkeit hat. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Dr. Mothes im 
Botanischen Institut zu Kénigsberg i. Pr. in der Zeit von April 1988 bis 
Juni 1940 durchgefiihrt. Herrn Prof. Dr. Mothes sage ich fiir die Unte1 
stiitzung, die er meinen Untersuchungen zuteil werden lieB, herzlichen Dank. 
Auch danke ich dem Reichsforschungsrat fiir die wirtschaftliche Férderung 
meiner Arbeiten, 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen der vorstehenden Arbeit erstreckten sich auf 
den Fettstoffwechsel von Samen der weiBen Lupine (Lupinus albus), 
die in unreifem Zustande von der Mutterpflanze getrennt und unter 
verschiedenen Bedingungen der Nachreifung tiberlassen wurden, ferner 
auf den normalen ReifungsprozeB an der Mutterpflanze und die Ver- 
schiedenheit der Fette voll ausgereifter Samen, sowie auf das Anfangs- 
stadium der Keimung bei der Sojabohne und der weifen Lupine. 

I. An nachreifenden Lupinensamen wurde festgestellt : 

1. Der Fettgehalt nimmt zu, erreicht nach 3—4 Tagen (bei 20° 
ein Maximum und sinkt dann wieder ab, bevor er einen konstanten 
Wert annimmt. Die Nachreifung bei sehr unreifen Samen ist nur gering 
Der relativ gréBte Erfolg ist dann vorhanden, wenn die Samen etwa clic 
Halfte des im reifen Zustande zu erwartenden Fettes enthalten. Der 
Gehalt an freien Sauren im Fett nimmt anfangs starker, vom 3. bis 
4. Tage aber weniger ab. Ein praktisch konstanter Wert wird erreiclit 
Die Verseifungszahl zeigt meistens Veranderungen im Sinne einer 
normalen Reifung. Die Jodzahl steigt an. Der Zustand der Vollreife 
wird durch Nachreifung niemals erreicht. 


2. Bei héherer Temperatur (30°) wird das Maximum des Fett- 
gehalts friiher erreicht, die Fettbildung scheint aber benachteiligt zu sein. 
Die Jodzahl wird erniedrigt oder in ihrem Anstieg gehemmt. 
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3. Nach eintagigem Liegen der unreifen Samen in Wasser ist die 
Nachreifung an der Luft gehemmt. Die hemmende Wirkung von 
m 10 KCl- oder K,SO,-Lésungen ist nicht so stark. 

4. In Sauerstoff ist die Nachreifung des Fettes nur wenig rascher 
als in Luft. In Stickstoffatmosphaire (wohl auch in CO.) tritt eine 
erhebliche Verzégerung ein. Blausaéurevergiftung bewirkt eine starke 
Hemmung oder Stillstand der Nachreifung. 

II. Die normale Reifung der Lupinensamen an der Pflanze zeigte : 

Dauernde Zunahme des Fettgehalts bis zur Reife. Zunahme der 
Jodzahl und standige Verringerung der Saurezahl. Zunahme der 
absoluten Menge der atherléslichen unverseifbaren Bestandteile im 
Samen, aber Abnahme des im Fett enthaltenen prozentualen Unver- 
seifbaren. Die Verseifungszahl steigt an, erreicht vor der Reife ein 
Maximum und sinkt dann wieder ab. 

III. Untersuchungen am Fett voll ausgereifter Samen ergaben: 

Die Fette der auf denselben Pflanzen zu verschiedenen Zeiten des 
Jahres gereiften Samen kénnen Unterschiede sowohl in qualitativer 
als auch in quantitativer Hinsicht aufweisen. Fettgehalt sowie alle 
untersuchten chemischen Kennzahlen zeigen deutliche Abhangigkeit 
von der Samengr6Be. Der prozentuale Fettgehalt nimmt mit steigender 
SamengréBe zu, Jodzahl und Unverseifbares (in Prozent auf das Fett 
bezogen) nehmen ab. 

IV. Keimversuche mit der Sojabohne und der weiBen Lupine 
brachten zu Anfang der Keimung eine Zunahme, dann erst eine Ver- 
minderung des Atherextrakts. Der respiratorische Quotient ist dabei 
dauernd kleiner als 1 (Sojabohne). Die Saurezahl nimmt zu. Die Jod- 
zahlen des Sojadls nehmen ab. Bei der weiben Lupine dagegen nimmt 
die Jodzahl wahrend der 4 Tage des Versuchs dauernd zu. Die Ver- 
inderungen des Fettes beginnen zugleich mit der Quellung des Samens. 
Quellung der Lupinensamen in m/10 KCl-Lésung brachte gegeniiber 
der Quellung in Wasser nur eine Verzégerung des Keimprozesses. 
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Uber die Wirkung von Blutgiften 
auf die Katalase*. 
Von 
Gerhard Seide. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1, April’ 1941.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In verschiedenen Arbeiten der letzten Zeit ist die Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt worden, daB bei der Bildung von Oxydationsprodukten 
des Blutfarbstoffs wie Methimoglobin oder Verdohamochromogenen 
intermediar auftretendes Wasserstoffperoxyd beteiligt sein kénnte 
(Lemberg (1), Barkan und Schales (2)|. Einen neueren Uberblick iiber 
Methamoglobin und Verdohimochromogene siehe Heubner (3). Da aber 
im normalen Geschehen das Wasserstoffperoxyd stets durch die Kata- 
lase der Gewebe und besonders des Blutes selbst sehr rasch zersetzt 
wird, mu8 die erwahnte Annahme AnlaB zu der Erwagung und experi- 
mentellen Priifung der Frage werden, ob etwa die Katalase selbst 
Angriffspunkt derjenigen Gifte sein kann, die zur Bildung (oder besser 


zur pathologischen Vermehrung) von Methamoglobin oder Verdo- 


hamochromogenen fiihren. 

Daher war ich bemiiht, an einem méglichst rein dargestellten 
Praparat von Katalase die Wirkung derartiger Substanzen festzu- 
stellen. 

Bereits Keeser (4) hat in letzter Zeit auf Grund von analogen 
Uberlegungen, die allerdings die parenchymatésen Organe betrafen und 
nicht das Blut, ahnliche Untersuchungen vorgenommen, freilich nicht 
an reinem Ferment. Seine Ergebnisse zeigten nur eine Wirkung von 
relativ recht hohen Dosen von Nitrobenzol, Nitrophenol und Athyl- 
nitrat. Genauere quantitative Angaben sind leider nicht angefiihrt. 


Methodik. 


Ferment praparate. 


Die fiir die Versuche verwendete Katalase wurde aus Rinderleber 
durch fraktionierte Fallung mit Dioxan nach dem Vorgang von Sumner 
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und Dounce (5) dargestellt. Das Praparat war eine dunkelbrajine 
Loésung, die das charakteristische Katalasespektrum, d.h. Maxima |e; 
625, 545, 500, zeigte (s. Abb. 1); sie hatte bei 38° einen maximalen 
Katalasefaktor von 21000. Alle Versuche wurden mit demselhen 
Praiparat ausgefiihrt. Jedoch schwankte die Aktivitét bei den ver. 
schiedenen Verdiinnungen. 














700 650 600 550 500 Mh 


Abb. 1. Katalasespektrum (Spektrodensograph Zeif-Ikon). 
Abszisse : Wellenlinge in mu. Ordinate : Lichtabsorption. 


Messungen. 


Die Katalaseaktivitat wurde manometrisch im Warburg-Apparat 
bei 38° gemessen. In das HauptgefiB wurden 1 cem Phosphatpuffer 
0,1 mol. vom py 7,25 baw. 7,28, 1 bzw. 2ccm Katalaselésung und 
gegebenenfalls die Lésung des zu untersuchenden Stoffes gebracht. 
Das Gesamtvolumen betrug immer 5ccm. In die Seitenbirne kamen 
0,1 bzw. 0,2 ccm etwa 0,1 mol. H,O,-Lésung, durch 100fache Ver- 
diinnung von Perhydrol Merck hergestellt. Der Gehalt der H, O.-Lésuny 
wurde jeweils durch Titration mit Permanganat bestimmt. Im Augen- 
blick des Einkippens des Wasserstoffperoxyds wurde fiir jedes Gefal 
die Zeit abgestoppt und der Druck méglichst genau in kiirzeren Inter- 
vallen, meist nach 3, 6, 9 Minuten, abgelesen. Als MaB fiir die Ce- 
schwindigkeit der Zersetzung von H,O, wurde eine monomolekulare 
Geschwindigkeitskonstante errechnet, 

Mepting, 2A. * 
K a, 
t <A, 


wo A, die in der H,O,-Lésung enthaltene Menge O, zur Zeit 0 und 
A,die noch zur Zeit t vorhandene Menge O, bedeuten (Zeit in Sekunden 

Bei diesem Verfahren, wo die O,-Drucke unmittelbar zur Bestimmung 
der Reaktionskonstante verwendet wurden, ersparte man die [1 

rechnung der jeweiligen Konzentration an H,O, und es war nur eine 
einmalige Berechnung der gesamten O,-Menge im H,O, mit Korrektur 
fiir die Léslichkeit von O, ndotig. 
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Fur die Berechnung der Katalaseaktivitat wurde immer ein Durch- 
schnittswert der Konstanten errechnet, die sich aus den Zeitintervallen 
3 bis 6 Minuten und 6 bis 9 Minuten ergaben und gut iibereinstimmten. 
In jeder Tabelle sind die Versuche eines Tages enthalten. 


Von einigen friiheren Autoren wurde die manometrische Methode 
als weniger genau bezeichnet als die Methode der titrimetrischen Be- 
stimmung des H,O.-Gehalts im Verlaufe der Reaktion. Ein Vergleich 
der beiden Methoden ergab, daB die manometrische der titrimetrischen 
an Genauigkeit nicht nennenswert nachsteht. Die Verwendung ver- 
schiedener Stoffe zur Hemmung der Katalase, die bei der Permanganat- 
titration stérend sind, schloB fiir die meisten Versuche der hier durch- 
vefiihrten Untersuchungen die titrimetrische Methode aus. 

Es ergab sich bei der hier angewendeten Versuchsanordnung, da 
die ersten Konstanten haufig nach 3 Minuten auffallig kleiner waren 
als die nach 6 und 9 Minuten, welche im allgemeinen gut iiberein- 
stimmten. Die Ursache des anfanglich langsamen Ablaufs der H,Oo- 
Zersetzung ist noch nicht klar zu iibersehen. Die Adsorption von 
kleinen Gasblasen an der GefaBwand, auf die Stern (6) in diesem Zu- 
sammenhang hinweist, diirfte keine zureichende Erklarung bieten. 

Die Hemmung der Katalase wurde ausgedriickt in Prozenten der 
Aktivitat des unbeeinfluBten Ferments: 


K, — K 
Ky 


h 
*. 100. 


Es wurden Kontrollversuche zur Feststellung einer eventuell statt- 
findenden katalytischen Zersetzung des Wasserstoffperoxyds durch die 
betreffenden Substanzen angesetzt. Da sich wesentliche Einfliisse 
nirgends bemerkbar machten, wurde im folgenden auf die Wiedergabe 
der Kontrollversuche verzichtet. 


Versuchsteil. 
A. Organische Substanzen. 
1. Anilin. 


Als erstes sei das Ergebnis der Untersuchungen mit Anilin an- 
gefiihrt, welches die Muttersubstanz der folgenden organischen Stoffe 
darstellt. Frisch destilliertes, wasserklares Anilin hat eine nur schwach 
hemmende Wirkung, wie auch schon G. Senter (7) gefunden hat. Es 
hemmt bei einer 0,03 molaren Konzentration um etwa 50%. Siehe 


Tabelle I. 











G. Seide: 


Tabelle I. Hemmung der Katalase durch Anilin. 


H,O,-Konzentration = 0,0019 mol. Gesamtmenge entspricht 129,9 emm 0, 
bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 29. Februar 1940. 





GefiB Anilin- t 
Konzentration | min emm O» K- 104 Durchschnitt 
Nr. in Mol)Liter 


Proz. 
Hemmung 
I 5 11,83 
25,69 
36,91 
III 5 11,38 
25,26 
35,36 
7,55 
16,24 
23,76 
7,15 
16,71 
23,89 
6,16 
10 12,82 
5 19,49 
5 7,83 
10 13,74 
15 19,01 


2. Phenylhydroxylamin. 


Das Praiparat wurde durch Reduktion von Nitrobenzol durch Zink- 
staub frisch gewonnen und wurde im Exsikkator im Eisschrank aufbewahit. 
Die Lésungen, welche im Versuch verwendet wurden, waren jedesma! 
frisch mit sauerstoffarmem Wasser hergestellt und wurden erst kurz vor 
Beginn des Versuchs aus dem Eisschrank genommen. Es wurde im fol- 
genden darauf geachtet, unter méglichst. gleichbleibenden Bedingungen 
zu arbeiten, um annahernd die gleichen Fehler durch den nicht ver- 
meidbaren Verlust von Phenylhydroxylamin durch Oxydation zu Azoxy- 
benzol zu haben. 

Die Wirkung verschiedener Phenylhydroxylaminkonzentrationen 
ist in Tabelle II wiedergegeben. Aus deren Werten ist zu entnehmen. 
da8 eine Hemmung von etwa 50°% durch Phenylhydroxylamin in 
einer etwa 5-10-5 molaren Konzentration erzielt wird, wie auch 
der Durchschnitt von 13 Kontrollversuchen ergab. Es zeigten sich 
jedoch starke Schwankungen durch die unkontrollierbare, von Versuch 
zu Versuch wechselnde Oxydation des Phenylhydroxylamins durch: 
das Wasserstoffperoxyd. Bei Konzentrationen von 10-4 Mol) Liter er- 
hielt ich durchschnittlich Hemmungen von etwa 75%. Bei ge- 
ringeren Konzentrationen (10-6 mol.) fiel auf, da nur ganz im An- 
fang eine schwache Hemmung (etwa zwischen 15 und 20% nach 
den ersten 3 bis 5 Minuten) beobachtet wurde. Spitere Ablesungen 
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ergaben dann nur noch ganz geringe, innerhalb der Fehlergrenzen 
liegende, Abweichungen der Konstanten im Vergleich mit der reinen 
Katalaselésung. Beispiele der Versuche siehe Tabelle LI. 


Tabelle IT. Hemmung der Katalase durch Phenylhydroxylamin. 


H,O,-Konzentration = 0,0036 mol. Gesamtmenge entspricht 244,5 emm O, 


bei 38° und 760 mm Hg. Versuch vom 25. Mai 1940. 





Phenyl- 
Gefab —— t emm O» Durchschnitt 
Nr. in Mol/Liter 


Proz. 
Hemmung 


94,2 26,9 
180,4 37,0 
200,5 81,7 

91,1 25,7 
150,2 23,3 
169,6 21,9 

78,2 21,3 
135,5 22,4 
167,9 20,9 

61,6 16,08 
119,2 18,9 
149,8 17,52 

41,3 10,23 

79,8 10,92 
105,0 10,36 

39,6 9,6 

81,0 11,1 
101,8 9,94 


3. Aminophenol. 


Das bei saurer Reaktion durch Umlagerung aus Phenylhydroxyl- 
amin entstehende Aminophenol erwies sich als noch starker giftig als 
Phenylhydroxylamin. Noch bei einer 3 -10-® molaren Konzentration 
ergaben sich Inaktivierungen von etwa 30°. Hier ist dann allerdings die 
Grenze ziemlich scharf gezogen. Bei 10-6 molarer war keine Hemmung 
mehr nachzuweisen, ja sogar im Gegenteil eine etwa 30% betragende 
Aktivitétssteigerung zu beobachten. Die Konstanten, wie sie der 
Versuch in Tabelle [IV zeigt, liegen derart hoch itiber dem_ nor- 
malen Durchschnitt aller Konstanten der reinen Katalaselésungen, 
die bei allen Versuchen iiberhaupt gefunden wurden, da man in 
diesem Fall einwandfrei von einer Aktivitaétssteigerung sprechen kann, 
Weitere Untersuchungen wurden in dieser Richtung jedoch noch nicht 
ausgefiihrt. 


Uber die Versuchsergebnisse siehe Tabellen ITT und IV. 
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Tabelle II. Hemmung der Katalase durch Aminopheno! 


H,O,-Konzentration = 0,0036 mol. Gesamtmenge entspricht 244,5 emi () 
bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 3. Juni 1940. 





Aminophenol- 
Ronsemtention ‘min emm O» Durehschnitt 
Nr. in Mol Liter 


Gefab Pro: 


Hemmung 


4 - : 70,2 
) 148.3 25,$ 22,58 
174,8 
70,8 
154,2 
33.4 
51,4 6,58 
59,4 
34,9 
55,1 6,95 
62,0 
30,4 
56,1 
70.6 
-10-6 : 30,2 
) 67,3 
71,75 
-10-5 : 37,3 
) 65,5 
79,2 
-10~6 29,8 
) 50,6 
62,0 
-10-6 : 36,8 
69,2 
87,4 
3-10-6 3,25 63,8 
) 93,1 
109.9 


23,17 


Tabelle IV. Hemmung der Katalase durch Aminophenol. 


H,0,-Konzentration = 0,0036 mol. Gesamtmenge entspricht 244,5 emin 0, 
bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 4. Juni 1940. 





Geta Aminophenol- t ce 
¥€ Konzentration min emm O» K-104 Durchschnitt aa 
Nr. in Mol/Liter i 


3 83,7 23,28 
6,25 169,1 31,9 
9 188,8 29,6 
3 90,0 25,4 
6 165,8 31,45 
9 194,0 29,2 
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Tabelle LV (Fortsetzung). 





Aminophenol- Pres 
Konzentration Enin emm O» Durchschnitt . 


in Mol Liter Hemmung 


3-10- i 71,6 19,1 
) 132,9 5 
158,5 19,32 

82,8 23,0 

152.2 27,1 

186.3 26,65 

87,8 24,7 

170,9 30,8 

196.8 30,3 

108,2 32,4 

171.6 32,3 

177.4 23,95 

116.3 35,8 

187,6 40,5 
195,2 29,65 

133,5 43,9 

183,2 38,4 

202.0 32,4 


4. Nitrosobenzol. 


Bei der Methamoglobinbildung durch Phenylhydroxylamin in- 
teressiert das durch Oxydation entstehende und im Organismus mit 
Phenylhydroxylamin zu einem KreisprozeB gekoppelte Nitrosobenzol. 
Soweit ich die Literatur iiberblicken konnte, ist die Frage einer 
Giftwirkung von Nitrosobenzol auf Katalase noch nicht untersucht 
worden. Versuche im Warburg-Apparat sind durch eine fast vollige Un- 
léslichkeit des Nitrosobenzols in Wasser sehr erschwert. Man mu 
alkoholische Lésungen verwenden, erhalt jedoch durch den veranderten 
Dampfdruck nicht ganz genaue Resultate. Bei den héheren Konzen- 
trationen fiel das Nitrosobenzol beim Einfiillen in die Birne aus, so 
da man keine einwandfreien quantitativen Angaben machen und nur 


von gesattigter Lésung sprechen kann; oder man mubte starkere 
Alkoholkonzentrationen nehmen, schiadigte dabei jedoch die Kata- 
lase. Nitrosobenzol wirkte nur relativ gering inaktivierend. Auch 
nach langerer Einwirkungsdauer auf das Ferment lieB sich keine ver- 
mehrte Wirkung feststellen. 


Es ergibt sich eine Hemmung von etwa 35°, bei Konzentrationen 
von etwa 10-3 mol. bei einer Alkoholkonzentration von 2°., welche 
keine gréBere Einwirkung auf die Katalase erkennen laBt, wie im 
folgenden Versuch gezeigt wird (siehe Tabelle V). Wahlt man die 
Alkoholkonzentrationen héher, etwa 10°, so iiberdecken sich die 
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Wirkungen von Nitrosobenzol und Alkohol, so daB man keinen sicheren 
Anhalt fiir den Anteil der einzelnen Stoffe an der Hemmung hat. 


Tabelle V. Hemmung der Katalase durch Nitrosobenzol. 
Nitrosobenzol wurde in Alkohol gelést zugegeben. Die Versuche mit Gefag 
Nr. ll und 12 sind Kontrollversuche mit gleichen Dosen Alkohol oly 
Nitrosobenzol. H,O,-Konzentration = 0,0015 mol. Gesamtmenge entspriclit 
103,9emm O, bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 30. Januar 1940 





Proz. 
Hemmung 


GefaB Nitrosobenzol- 
Konzentration tmin emm O» K + 104 Durchschnitt 
Nr. in Mol) Liter | 


1 19,64 6,78 
40,84 8,07 | 

54,24 7,48 

19,50 6,78 

39,6 6,68 

52,1 7,09 

19,14 6,68 

37,25 7,03 

46,4 6,12 

15,89 5,42 

30,79 5,64 

42,09 5,42 

10-4 5 | 15,70 5,35 

30,15 5,49 

| 37,95 4,78 

10-8 5 | 18,76 4,68 

28,15 5,11 

34,45 4,27 

10-3 15,47 5,01 

| 27,66 4,97 

35,66 4,45 

2% Alkohol 5 18,58 6,39 
36,58 6,89 6,57 
47,58 6,3 
2 % Alkohol 18,16 6,3 


oe 
35,14 6.54 6,23 


5. Sulfanilamid. 


Eine frisch hergestellte Lésung von Sulfanilamid iibt nach kurzer 
Einwirkung keine nennenswerte Wirkung aus (bei Konzentrationen bis 
zu 5-10-3 mol. Héhere wurden nicht untersucht, da es sich ja praktisch 
in vivo um Konzentrationen in der angegebenen Breite handelt). Man 
kann sagen, da eine geringe Wirkung vorhanden ist, bei 5 - 10-3 mo! 
etwa 20°, Hemmung. LaBt man den Stoff jedoch langere Zeit auf cic 
Katalase einwirken, so findet man eine vermehrte Giftwirkung. So 
konnte ich nach 17stiindiger Einwirkung Hemmung bis zu etwa 
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40°, feststellen. Als Beispiel fiir die Versuche siehe die Tabellen V1 
ynd VIL. 

In diesem Zusammenhang interessiert vielleicht die Arbeit von £. R. 
Vain, Shinn und Mellon (8), in der Einwirkungen der Loésungen von 


Tabelle VI. Hemmung der Katalase durch Sulfanilamid, 


H,O,.-Konzentration = 0,0019 mol. Gesamtmenge entspricht 129,9 emm O, 
bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 5. Februar 1940. 





GefiiB Sulfanilamid- t } 
i Konzentration min cmm OQ» ts Durchschnitt | 
Nr. in Mol/Liter 


Proz. 
Hemmung 


~~ E 34,8 
47,3 
56,3 
36,6 
61,2 
59,4 
33,05 
47,05 
57,45 
41,1 
60,25 
73,4 
32,9 
52,3 
15 60,5 
5 34,0 
10 49,8 8,1 
15 63,4 7,45 
5 25,6 7,29 
10 32,3 4,8 - 68g 
15 64,5 7,63 


Tabelle VII. Hemmung der Katalase durch Sulfanilamid nach 
l7stiindiger Einwirkung auf die Katalase. 
H,O,-Konzentration = 0,0019 mol. Gesamtmenge entspricht 129,9 cmm O, 
bei 38° und 760mm Hg. Versuch vom 8. Februar 1940. 





Gefig || Sulfanilamid 
“|| Konzentration 
Nr. in Mol/Liter 


Proz. 


tmin emm O» K + 104 Durehschnitt Hemmung 








I 19,48 5,46 
39.6 6,07 
52,1 5, 71 


19,6 5,46 
40,5 6,27 
61,3 5.62 
10,73 2,92 
37,5 3,95 
38,8 3,94 
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Sulfonamiden auf Katalase nach Bestrahlung mit ultraviolettem Lich; 
untersucht wurden. Ultraviolett bestrahlte Lésungen von Sulfonam ide 
ergaben violett. bis gelb und braun gefarbte Lésungen. Gleichzeitig 
mit dem Auftreten der Farbe entsteht eine starke Antikatalaseaktiv itt. 
Die Farbe der Lésungen verschwindet schon nach etwa 2 Stunden 
wahrend sich die Antikatalaseaktivitat noch nach Tagen nachweisey 
laBt. Es entsteht also hier offenbar durch die Einwirkung des ultra. 
violetten Lichtes ein katalasehemmender Kérper. Eine Parallele hierzy 
wirde sein, daB Sulfanilamidlésungen nach langem Stehen vermelirte 
Katalasehemmung besitzen. DaB es sich dabei um den gleichen Stoff 
handelt, der durch die Ultraviolettbestrahlung schneller entsteht als 
beim Stehen an der Luft, ist wahrscheinlich. 


Diskussion. 
Welche Zusammenhange bestehen nun zwischen oxydativen Ver. 
anderungen des Blutfarbstoffs und Katalasehemmung ? 


Einige Stoffe, welche als Methamoglobinbildner bekannt sind, haber 
wir als starke Katalasegifte kennengelernt. Es ware also denkbar, <a‘ 


es im Organismus bei Vergiftung mit derartigen Stoffen zu einer voriiber- 
gehenden Anreicherung von Wasserstoffperoxyd kommt und damit die 
Moglichkeit zu einem Angriff auf das Hamoglobin gegeben ist. Nach 


Bingold (9) ist biologisch gebildetes H,O, in der Lage, Hamoglobin 21 
Pentdyopent abzubauen, sofern das Blut frei von Katalase ist. Das 
Ferment stellt einen spezifischen Blutfarbstoffschutz dar und macht den 
hohen Katalasegehalt der Erythrocyten trotz deren eigener geringen 
Atmung verstindlich. Eine Beeintraichtigung seiner Wirkung um 50 ' 
wie bei den von mir ermittelten Konzentrationen einiger Blutgifte. 
kénnte sich doch schon im Organismus bemerkbar machen. 


Theoretisch von Interesse ist die Tatsache, daB die Methamoglobin- 
bildner Phenylhydroxylamin und Aminophenol nach Zusatz von nichit 
oxydierenden Katalasegiften wie Acid oder Rhodanid Verdohimo- 
chromogene bilden, wie F. Jung (10) am hiesigen Institut zeigte, und 
daB die starkere Wirksamkeit des Phenylhydroxylamins in vivo in bezug 
auf die Methimoglobinbildung sich in bezug auf die Katalase in vitro 
zugunsten des Aminophenols umkehrt. Nach B. v. [ssekutz jr. (11) 
bildet Phenylhydroxylamin in etwa 15mal geringerer Dosis an Katzen 
die gleiche Menge Methamoglobin wie p-Aminophenol. Nach den 
Arbeiten von Lemberg (l.¢.) ist es sehr wahrscheinlich, daB die Aus- 
schaltung der Katalase bei der Bildung von Verdohamochromogen eine 
wesentliche Rolle spielt. Lemberg hat gezeigt, daB bei der Einwirkung 
von HO, auf Pyridinhamochromogen in Gegenwart von Ascorbinsiire 
Oxyhaimochromogen entsteht. Voraussetzung dafiir ist die Ferro-Form 
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des Hamochromogen-Komplexeisens. Daraus ergibt sich die Not- 
wendigkeit der Anwesenheit eines Reduktionsmittels wie Ascorbinsaure. 
Das entstandene Oxyhamochromogen ist leicht durch molekularen 
Sauerstoff zu Verdohamochromogen oxydierbar. Die erste Stufe dieses 
Vorganges ist durch Zusatz von Katalase hemmbar, die zweite nicht. 
Analoge Vorgange sind vorstellbar, wenn man statt Pyridin Globin 
setzt [S. Engel (12)}. 

Wird nun in einer Blutlésung die Katalase durch nichtoxydierende 
Stoffe vergiftet, so vermag wohl das im Stoffwechsel, besonders aber 
beim Abbau der Nitrosobenzol- und Anilinderivate gebildete Wasser- 


stoffperoxyd das Him anzugreifen und Verdohimoglobin oder sonstige 


Verdohamochromogene zu_ bilden. 


Ferner kann vielleicht das gleichzeitige Reduktionsvermégen 
einiger hier verwendeter Substanzen, z. B. des Phenylhydroxylamins 
und des p-Aminophenols, eine Rolle spielen, ahnlich der Ascorbinsaure in 
den oben geschilderten Versuchen. Auf die Wichtigkeit der Anwesenheit 
von Reduktionsmitteln bei der Darstellung von ,,Sulfhamoglobin* 
Verdohamochromogen) durch Einleiten von H,S in Blutlésungen haben 
schon Wood, Clarke und Hurtley (13) im Jahre 1907 hingewiesen. Sie 
erhielten viel schneller und intensiver ,,Sulfhamoglobin‘‘ im Gemisch 
der Blutlésung und H,S, wenn sie gleichzeitig noch Hydrazin oder 
Phenylhydrazin zusetzten. 


Zusammenfassung. 


Die Beeinflussung der Aktivitat der Katalase durch Stoffe, welche 
Methimoglobin und Verdohimochromogen bilden kénnen, wurde 
untersucht : 

1. 50°) Hemmung wurden bewirkt durch Konzentrationen von 
Anilin 3+ 10-2, Phenylhydroxylamin 5: 10-5, Aminophenol 4 - 10-6 
Mol Liter. 

2. In einer Konzentration von 10-6 Mol Liter bewirkte Amino- 
phenol eine Steigerung der Aktivitét bis zu etwa 30°... 


3. Nitrosobenzol hemmte in 2° iger alkoholischer Lésung erst bei 
0-3 molarer Konzentration um etwa 35°,. Auch nach langerer Ein- 
wirkungsdauer war die Wirkung nicht starker. 


4. Sulfanilamid hemmte bei 5- 10-3 molarer Konzentration um 
etwa 20°), nach langerer Einwirkung bis zu etwa 40°. 


An dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. Dr. Heubner fiir die 
. y ry ee 
freundliche Uberlassung des Themas und fiir wertvolle Anregungen 
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herzlichst danken. Zu besonderem Dank bin ich Herrn Doz. Dr. 4 i¢« 
fiir freundliche Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Arbeit ve 
pflichtet. 
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(ber Grenzdextrine und Stiirke. 
XIT. Mitteilung: 
Darstellung und Konstitutionsbestimmung eines schwer hydrolysier- 
baren Disaccharids (,,[somaltose**) aus Starke. 
Von 
Knut Ahlborg und Karl Myrbick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 26. Marz 1941.) 


In einer friitheren Arbeit (1) konnten wir zeigen, daB die aus Starke 
durch die Einwirkung verschiedener Amylasen darstellbaren, niedrig- 
molekularen Grenzdextrine zum Teil Glykosidbindungen enthalten, die 
von Saure viel langsamer hydrolysiert werden als sowohl Maltose wie 
Starke. Man konnte daraus schlieBen, daB solche Bindungen schon in 
der Starke in betrachtlicher Zahl vorhanden sein miissen und da die 
Ursache zur Bildung der Amylasegrenzdextrine, wie wir schon vor 
Jahren (2) vorausgesagt hatten, darin zu suchen ist, daB die natiirlichen 
Amylasen diese ,,anormalen** Bindungen nicht oder nur sehr langsam 
spalten kénnen. Es konnte dann weiter (3) gezeigt werden, daB die 
schwer hydrolysierbare Glykosidbindung in einem willkiirlich gewahlten 
Grenzdextrin eine x-glykosidische 1,6-Bindung war. Weitere ahnliche 
Versuche stiitzen die Annahme, daB die schwer hydrolysierbaren Bin- 
dungen in der Starke wenigstens zum groBen Teil eben x«-glykosidische 
1,6-Bindungen (,,[somaltosebindungen*) sind. 


Da die Hydrolysegeschwindigkeit der anormalen Bindung wesentlich 
kleiner ist als die der Maltose, so sollte es méglich sein, durch Saure- 
hydrolyse von Starke ein jene Bindung enthaltendes Disaccharid 
(Isomaltose = 6-|«%-Glucosido-]glucose) in betriachtlicher Ausbeute zu 
gewinnen. Die Ausbeute und Molekulargewichte der Amylasegrenz- 
dextrine deuten darauf, daB mindestens 5°, der Glykosidbindungen der 
Starke anormal sind (4), wenn man namlich annimmt, da die Grenz- 
dextrine in der Regel je eine anormale Bindung enthalten (siehe auch 
weiter unten). Da es wohl als ausgeschlossen betrachtet werden darf, 
daB in der Starke zwei oder mehr anormale Bindungen nebeneinander 
vorkommen, so ware die maximale Ausbeute an Isomaltose auf min- 


destens 10% zu schatzen. 


Bekanntlich finden sich in der alteren Literatur sehr viele Angaben 
liber die Gewinnung aus Starke von Stoffen (,,lsomaltose’, ,,Dex- 
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trinose‘‘ usw.), die manals Disaccharide, und zwar mit der Maltose »/¢}); 
identisch bezeichnet hat. (Beziiglich der umfangreichen und wide: 
spruchsvollen Literatur sei auf das Handbuch von Tollens-Elsner ver. 
wiesen.) In vielen Fallen haben diese Produkte sicher Isomaltose ent. 
halten, im allgemeinen jedoch in Mischung mit allerlei Dextrinen ws\ 
In gewissen Fallen waren die erhaltenen Stoffe auBerdem nicht ode; 
nicht ausschlieBlich Spaltprodukte, sondern wahrscheinlich zum Te; 
Reversionsprodukte. So kann beispielsweise die sogenannte Amylobios: 
von Pringsheim (5), die ja mit konzentrierter Salzsdure dargeste||t 
wurde, ebensogut ein Reversionsprodukt sein, ganz abgesehen davon 
da}§ sie sehr uneinheitlich ist (6). 


Mit Hinsicht auf die erwihnten Befunde iiber den Bau gewisser 
Grenzdextrine war eine erneute Untersuchung der Isomaltose als 
Produkt der Saurehydrolyse von Starke wiinschenswert. Wir haber 
gefunden, daB sich betrachtliche Mengen eines Disaccharids gewinne: 
lassen, das mit der Maltose nicht identisch ist und jedenfalls zum grébten 
Teil 6-{a%-Glucosido-| glucose enthalt. Zum Vergleich haben wir ein 
auf enzymatischem Wege dargestelltes Disaccharid untersucht. 


I. Isomaltose durch Siurehydrolyse. 


Besondere Versuche (7) zeigten, daB unter den angewendeten Be 
dingungen der Hydrolyse keine Reversion eintritt. Die erhaltenen 
Produkte sind also wirklich Hydrolyseprodukte und nicht irgendwi 
sekundar entstanden. 


2kg Maisstarke wurden in 2,5 Liter 0,2n Schwefelséure suspendier! 
und allmahlich in 7,5 Liter siedende Schwefelséure derselben Starke ge- 
gossen. Dauer der Operation 35 Minuten. Nach weiteren 60 Minute: 
Stehen bei 100° wurde abgekiihlt, mit Bariumcarbonat neutralisiert, filtriert, 
mit frischer Hefe zwecks Entfernung von Glucose behandelt, nochmai- 
filtriert, auf 2,1 Liter eingeengt und mit 1,1 Liter Alkohol versetzt, wol: 
sich eine élige Schicht abschied. Diese wurde mit 1,2 Liter 70 °,igen 
Alkohol, danach mit 500 eem abs. Alkohol geknetet und in 1,5 Liter Wasse: 
aufgelést = Prdparat I. Die Mutterlauge + Waschalkohol wurden zun 
diinnen Sirup eingeengt = Prdparat II. 


Die Lésung des Praparates I wurde mit 500 ccm 4 n Schwefelséure ve! 
setzt, 4 Stunden bei 80° belassen, auf 13 Liter verdiinnt, wieder 3,5 Stunde: 
auf 80° gehalten, abgekiihlt, mit Bariumcarbonat neutralisiert und mit 
frischer Hefe von Glucose und Maltose befreit. (Wegen der zwar sehr lang 
sam verlaufenden Vergarung der Isomaltose mu® die Dauer der Het 
behandlung durch Vorversuche ausprobiert werden.) Das Filtrat wurd 
auf 175 ccm eingeengt und mit 300-cem abs. Alkohol versetzt. Der Niede! 
schlag wurde mit Alkohol gewaschen, mit Ather behandelt und im Vakuw 
getrocknet = Prdparat I/1. Aus der Mutterlauge wurde mit 600 eem Alkol 
in derselben Weise das Prdparat I/2 gewonnen und schlieBlich aus d 
zweiten Mutterlauge mit viel abs. Alkohol das Prdaparat I 3. 
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Die Lésung des Praparates If wurde mit Alkohol gefallt ; dabei wurden 
die folgenden Fraktionen erhalten: 


Mit 500 cem Alkohoi das Praiparat IT/1 
a 1000 ,. a = o IT /2 
» 2000... ie + mr I1.3 
>. 2000” ,, re 3 os II 4. 


Die Mutterlauge wurde auf 350 cem eingeengt und mit mehr Alkohol! 
gefallt : 
Mit 1000 cem Alkohol das Praparat IT 5 
s 1006 = * i [1 6 
os SBOO.... ‘a vs - B/ 2. 


Die Mutterlauge wurde zum Sirup eingeengt und mit viel abs. Alkohol 
verrieben. Dadurch wurde das Praparat II 8 erhalten, der Alkohol gab 
beim Eimengen das Praparat II 9 

Samtliche Fraktionen waren frei von Glucose (Garversuche). Ob 
sie ganz frei von Maltose sind, laBt sich nicht mit Sicherheit behaupten, 


‘da auch die Isomaltose, wenn auch langsam, vergoren wird. GréBere 


Mengen von Maltose sind aber in keinem Falle vorhanden. Unméglich 


Fist ja auch nicht, daB eine normal gebaute Maitotriose, die jedenfalls 


in den Fraktionen IL/5 bis 9 vorkommen diirfte, vergarbar ist, was ja 
die Beurteilung der Garversuche noch erschwert. 

Die Fraktionen [/3 und IL/9 enthielten u.a. Bariumsalze als 
Verunreinigung und wurden deshalb nicht weiter untersucht. In 
Tabelle I ist eine Zusammenstellung der Ausbeuten und einiger Eigen- 
schaften der Fraktionen gegeben. 


> 


Tabelle I. 





Ausbeute Molekular- o 


gewicht aus der 
Reduktion 


oe Reduktion 
in % °% Glucose 
der Stirke 


Fraktion 


vergirbar [Jug 


ing 


l/l 38,5 
1/2 36,1 


II/1 123,0 
II/2 43,5 
11/3 25 
II /4 12,5 
IT/5 41,6 


45,5 395 50 100° 
46,1 390 50 100° 
23,3 775 12 179° 
22,4 805 12 179° 
ai,) 855 15 

23,6 765 15 

28,2 640 25 170° 
IL/6 8,7 29,0 620 28 

IL7 3,0 28,1 640 35 . 
IL/8 48,0 Set 33,5 540 45 156° 
IL/9 2,0 (33,5) (540) (45) 
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Das Vorkommen anormaler Glucosidbindungen (Isomaltosebin- 
dungen) wurde an Hand der Hydrolysegeschwindigkeit festgestellt. 
In einer friiheren Arbeit (1) konnten wir zeigen, daB die Stirkegrenz- 
dextrine regelmaBig von Saure langsamer hydrolysiert werden als sowohl 
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Maltose wie Starke selbst (es wird dabei immer mit der Anfangsgesch \ j) 
digkeit gerechnet). In ahnlicher Weise konnten wir hier festste||e; 
dai mehrere Fraktionen wesentlich langsamer hydrolysiert werden 3), 
die Starke. Die Geschwindigkeit war insbesondere bei den Fraktione, 
1/1 und 1/2 auffallend klein, wahrend die Fraktionen IL rascher hydr 
lysiert wurden. Die Versuche wurden wie frither in 2,34 n Salzsau 
bei 70° ausgefiihrt. Die monomolekulare Geschwindigkeitskonstant, 
der Maltosehydrolyse ist unter diesen Bedingungen k = 7,63 - 10) 
die der Hydrolyse léslicher Starke Merck k = 4,54- 10-3. Als Beispi 
fiihren wir in der Tabelle Il zwei Hydrolyseversuche mit den Frak 
tionen 1/2 und I1/8 an. 


Tabelle II. 





1/2 IIs 





Zeit in Min. % nicht gespalten t: 103 Zeit in Min.  % nicht gespalten 





20 90,3 2,1 15 84,3 

40 78,3 2,6 30 72,3 

87 59,7 2,5 7 57,9 
125 51,2 2,3 48,9 
160 42,2 2y 40,8 
190 36,1 2, 33,6 
220 30,7 2,3 i 30,2 
255 26,5 2,3 é 23,4 
290 24,6 2,1 19,5 
330 20,5 2,1 14,4 
360 16,2 2,2 é 12,3 
390 15,0 2,1 57 9,4 


Nach Versuchen dieser Art zu urteilen, enthalten die Fraktione: 
[/1 und 1/2 gréBtenteils Disaccharide, die viel langsamer hydrolysier' 
werden als die Maltose. Aus beiden Fraktionen konnte, obgleich 
schlechter Ausbeute, ein Osazon gewonnen werden, das in bezug av! 
Schmelzpunkt und anderen Eigenschaften mit dem Isomaltosazon voi 
E. Fischer tibereinstimmte. Wie a.a.O. (7) naher auseinandergeset7' 
wurde, eignet sich aber dieses Osazon kaum zur Identifizierung eine! 
Isomaltose. Zu diesem Zweck wurde der Zucker methyliert und di 
Spaltstiicke nach Hydrolyse identifiziert : 


17,7 g der Fraktion I/2 wurden in 40 ccm Wasser gelést und mit 
29cem Dimethylsulfat und 30 ccm 30% iger NaOH bei 30 bis + 
methyliert. Nach Stehen iiber Nacht wurde bei 76° weiter methylic! 
(85 ccm Dimethylsulfat + 240 cem Lauge). Dann wurde mit Chloroform 
extrahiert und die wasserige Lésung nach Neutralisation und Einenge) 
noch einmal in derselben Weise methyliert und mit Chloroform extrahier 
Die beiden Chloroformextrakte wurden gemischt, eingeengt, in Wass! 
aufgenommen und nochmals in derselben Weise methyliert. Mit Chloro- 
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form konnten dann 14 ¢ extrahiert werden. Methoxylgehalt 49,2 ° 
der bei nochmaligem Methylieren auf 49,6°, stieg. 


O° 


Die Substanz wurde dann weiter mit Methyljodid und Silberoxyd 
hehandelt, mit Ather extrahiert, der Ather vertrieben und die Substanz 
fraktioniert im Vakuum destilliert. AuBer einem nicht sehr groBen Rest 
wurden erhalten; 


Destillat I: 54,0°% Methoxyl 
IT: 53,0% 


Die beiden Destillate wurden gemischt, nochmals mit Silveroxyd und 
Methyljodid behandelt und wieder destilliert ; der Siedepunkt zeigt, daB 
beide Fraktionen methylierte Disaccharide enthalten: 


Destillat I: 5,25 g¢; Methoxyl 54,69); 54,69 : [a]y, = + 79.19 
Il: 4,46 ¢: 3 53,1 % 
Methoxyl berechnet 54,6°,. 


Nur Destillat I wurde bisher naher untersucht: Es wurde mit 
75cem etwa 7° iger Salzsdure zuerst bei 80°, schlieBlich bei 100° be- 
handelt, bis sich die Drehung nicht mehr anderte. Dann wurde neutrali- 
siert und die rohe Tetramethylglucose mit Chloroform extrahiert. 
Insgesamt wurde erhalten 


2, 3, 4, 6-Tetramethylglucose 2,635 g: Methoxy! 52,5; 52.4%. 


Berechnet 2,729 ¢: 4 52,5 ° 


Der Rest der Lésung wurde zur Trockne eingeengt und mit 
Ather extrahiert: erhalten wurde 
Trimethylglucose 2,101 g; Methoxyl 41,5; 41,5° 
Berechnet 2,627 g: aS 41.8%. 


0° 


Die Trimethylglucosefraktion wurde 16 Stunden mit 1°, Chlor- 
wasserstoff enthaltendem Methanol gekocht!. Dann wurde neutralisiert, 
eingeengt und im Vakuum destilliert. Das Destillat  kristallisierte 
teilweise in Nadeln. 

Trimethyl-methylglucosid: Methoxyl 52,5; 5: 


Berechnet « 52.5" 


0° 

0,6602 g Glucosid wurde 4 Tage mit 2cem Pyridin und 15g 
p-Toluolsulfonylchlorid behandelt. Weiter wurde wie friiher be- 
schrieben (3) verfahren. 


' Nach Freudenberg (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 78, 609 u. 621, 1940; 
4, 162, 1941) wird die 2, 3, 6-Trimethylglucose bei. dieser Behandlung 
merklich entmethyliert. 


14* 
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Erhalten wurden: 
1,005 g Toluolsulfonsiureester: Methoxyl 30,3°., berechnet 31,s 
(Der etwas zu niedrige Methoxylgehalt erklart sich daraus, daB Spure: 
des Chlorids noch anwesend sind.) 
Daraus wurden erhalten: 
0.8084 g Jodhydrin, Methoxy! 34,5°,, berechnet 35,8°.. 


SchlieBlich wurde aus der Jodverbindung durch Umsatz mit Silber. 
nitrat in Acetonitril 0.5776 g Silberjodid gewonnen. Daraus berechnet 
man, da$ die Trimethylglucosefraktion 72,9°. 2, 5, 4-Trimethylglucos, 
enthielt. 

Selbstverstandlich kann diese Zahl keine allzugroBe Genauigkeit 
besitzen; denn der Umsatz des p-Toluolsulfosiureesters mit NaJ ver. 
lauft nicht vollkommen quantitativ. Andererseits werden auch be; 
einer entsprechenden Behandlung von reiner 2, 3, 6-Trimethylglucos 
gewisse Mengen von Ag J gewonnen, die zwar sehr klein sind. (Versuch 
sind im Gange, reine 2, 3, 4-Trimethylglucose darzustellen, um daran 
die Genauigkeit der angewendeten Methode der Bestimmung eines 
freien Hydroxyls in 6-Stellung priifen zu k6nnen.) 

Es sei erwahnt, daB das bei der Behandlung des Jodliydrins mit 
Silbernitrat entstehende Nitrat des Trimethyl-methylglucosids | in 
diesem Falle aus dem Gemisch der Reaktionsprodukte extrahiert 
wurde. Dabei wird selbstverstandlich auch etwa vorhandene p-Toluol- 
sulfonsdiureverbindung mitextrahiert. Nimmt man nach dem Obigen 
an, daf die Trimethylglucosefraktion aus 72,9°, 2, 3, 4-Trimethy! 
glucose und einer in 6-Stellung methylierten Trimethylglucose bestelt 
so berechnet man den Stickstoffgehalt des Gemisches von Nitrat uni 
Tosylverbindung zu 3,28°,. Gefunden wurden bei der Halbmikro- 
Dumas-Bestimmung 3,01 und 3,04°,. 

Es geht also aus dem Obigen hervor, daB man durch Sdurehydrol ys 
von Starke in betrdchtlicher Ausbeute eine Disaccharidfraktion erhalten 
kann, die zum grépten Teil aus 6-{x%-Glucosido-| glucose (1somaltos 
besteht. In der hier isolierten und naher untersuchten Fraktion war, 
wie die Methylierungsversuche zeigen, auBer Isomaltose auch noch ein 
anderes Disaccharid in relativ kleiner Menge anwesend. Es liegt selbst 
verstindlich nahe anzunehmen, da es sich dabei um Maltose hande!t 
andererseits sprechen auch gewisse unserer Beobachtungen dafiir, dat 
in der Starke neben 1, 4- und 1, 6-Bindungen noch Bindungen einer 
dritten Art vorkommen. Bestimmt ]aBt sich dariiber bis auf weiteres 


nichts sagen. 


II. Isomaltose aus Stirke durch enzymatische Hydrolyse. 


Wir haben zeigen kénnen, daB die Amylasen (mit Ausnahme (le! 
pflanzlichen 8-Amylase) nebst Maltose (und in gewissen Fallen Glucose 
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niedrigmolekulare Grenzdextrine hinterlassen, die gréBtenteils ein 
Molekulargewicht von 500 bis 1000 zeigen. Von den meisten natiirlichen 
{mylasepraparaten werden diese Grenzdextrine bei langdauernder 
Kinwirkung groBer Enzymmengen langsam weiter gespalten (,,Nach- 
verzuckerung’). Die meisten, wenn nicht alle Grenzdextrinfraktionen 
enthalten schwer hydrolysierbare Glucosidbindungen, allem Anschein 
nach Isomaltosebindungen. Da anzunehmen ist, dali bei der Nach- 
verzuckerung der Grenzdextrine wie bei der normalen Verzuckerung 
der Starke zunachst die 1,4-Glucosidbindungen angegriften werden 
daneben auch die 1, 6-Bindungen, obgleich viel langsamer; vgl. eine 
folgende Arbeit), so ist die Méglichkeit gegeben, aus Grenzdextrinen 
lurch langere Behandlung mit groBen Mengen passender Amylase- 


priparate Isomaltose zu gewinnen. 


Als Ausgangsmaterial dienten gewisse Grenzdextrinfraktionen, die 
friher aus Maisstarke durch mabige Behandlung mit Takadiastase 
vsewonnen worden und in einer vorhergehenden Arbeit (8) unter der 
Bezeichnung MT IL — VI beschrieben sind. Molekulargewicht 700 
bis 1000. 230¢ Grenzdextringemisch in 2500 cem Wasser + Toluol 
wurden mit 2.5g¢ Takadiastase (Parke und Davis) 2 Monate bei 30° 
behandelt. Nach den Reduktionsbestimmungen waren nach dieser Zeit 
etwa 74° der Glucosidbindungen gesprengt. Die Lésung wurde auf- 
vekocht und nach Abkiihlen durch Behandlung mit frischer PreBhefe 
von Glucose befreit. Nach dem Filtrieren wurde eingeengt und mit 
Alkohol gefallt. Dabei wurden drei Fraktionen erhalten; die alkoholische 
‘ 


Mutterlauge enthielt auBerdem 2.7 g Substanz. 


Fraktion IL: 185g: Reduktion 32,8°, der Glucose 
Il: 12,2 ¢; 38,7 ° 
: 12,2; ” © thy A 
III: 21,5 ¢: - 49,8°%, 

IV: 2.7¢@: eae. 3 


0 


Wahrend die erste Fraktion meistens und die zweite Fraktion 
zum Teil Trisaccharide enthalten, so bestehen die beiden letzten Frak- 
tionen beinahe ganz aus Disaccharid. Die spezifische Drehung der 
Fraktion III war etwa — 125°. 


Von der Fraktion IL] wurden 8g mit Dimethylsulfat und Alkali 
innlich wie oben beschrieben methyliert. Das Produkt enthielt 49,1 °, 
Methoxyl. Nach Hochmethylierung mit Methyljodid und Silberoxyd 
wurde fraktioniert im Vakuum destilliert. Eine Mittelfraktion (3,20 g), 
die bei 190° und 0,2 mm iiberging, wurde weiter untersucht. 


Der Siedepunkt zeigt, daB die Fraktion methylierte Disaccharide 
enthalt : 

Methoxyl: 54,2: 54,2° 

Berechnet 54,6 ° 


% |He + 99°. 


o° 
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Die Substanz wurde wie oben beschrieben mit Salzsaéure hydro. 
lysiert. Erhalten wurde 
Tetramethylglucose: 1,640 g, Methoxyl 5?,5°, 
Berechnet 1,664 g, re §2,5% ; 
Trimethylglucose: 1,520 g, a 41,1; 40,9°%, 
Berechnet 1,565 g, 7 41,8°%). 
Aus der Trimethylglucosefraktion wurde das Methylglucosid wi 
oben dargestellt : 
Methoxyl 52,5°,; Berechnet 525°. 
Aus 0,1693 g¢ Glucosid wurden 0,1979g Jodhydringemisch und 
daraus 0,0945 g AgJ erhalten. Daraus berechnet man einen Gehalt de: 


Trimethylglucosefraktion von 71,5°% 2, 3, 4-Trimethylglucose. 


/O 


Auch hier wurde der Stickstoffgehalt des erhaltenen Gemisches 
von Nitrat und Tosylverbindung bestimmt. Erhalten 3,32 und 3.29° 
berechnet 3,20%. 

Die Versuche zeigen also, daB es méglich ist, auch auf enzymatischen 
Wege Isomaltose aus Stairke zu gewinnen, Auch in diesem Fall war in 


den erhaltenen Disaccharidfraktionen neben der 6-{%-Glucosido- | glucose 
ein anderes Disaccharid in kleinerer Menge vorhanden. Bis auf weiteres 
sollen hier iiber die Natur dieses Zuckers keine weiteren Betrachtungen 
angestellt werden. Vielleicht verdient jedoch hervorgehoben zu werden, 
daB das Vorkommen von Maltose in diesem Falle wenig wahrscheinilic: 
erscheint, da die angewendete Takadiastase viel Maltase enthielt. 

Nach der enzymatischen Hydrolyse der Grenzdextrine (280 g 
wurden insgesamt 55 g Dextrin isoliert. Aus der Reduktion der vie 
Fraktionen berechnet man, daB dies einer Menge Disaccharid von et wa 
46g oder 20°, des Ausgangsmaterials entspricht. Unvermeidlicli 
Verluste bei der Isolierung sowie besonders eine nicht zu vermeidende 
Spaltung auch der Lsomaltosebindungen bei der Enzymbehandlung 
lassen den Schlu8 zu, daB die wirkliche Ausbeute noch gréber ist 
Beachten wir, da die Grenzdextrine, die als Ausgangsmaterial dienten, 
ein mittleres Molekulargewicht von etwa 950 hatten, so berechnet man 
unter der Annahme, daB pro Mol Ausgangsmaterial je ein Mol [i- 
saccharid entsteht, die mégliche Ausbeute an Disaccharid zu etwa 36" 
Die gefundene Ausbeute an Isomaltose ist also mit dem von uns friiher 
u.a. auf Grund von Hydrolyseversuchen geaiuBerten Gedanken verein- 
bar, daB die Grenzdextrine iiberhaupt eine anormale Bindung, und zwat 
wenigstens in der Mehrzahl der Faille eine Isomaltosebindung pro Mo! 
enthalten. 

Wenn diese Annahme richtig ist — und dafur scheint uns sehr 
zu sprechen — und wenn man weiter eine Amalyse finden kénnte, dic «lic 
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ynormalen Bindungen gar nicht angreift, so miiBte man durch Be- 
stimmung der Ausbeute an Grenzdextrinen und deren Molekular- 
gewicht die Anzahl der anormalen Bindungen in der Starke berechnen 
kénnen. Eine solche Amylase haben wir bisher nicht finden kénnen 
abgesehen von der pflanzlichen $-Amylase, die aber iiberhaupt keine 
niedrigmolekularen Dextrine erzeugt). Gewisse Proben von Pancreatin, 
die wir untersucht haben, spalten aber die anormalen Bindungen nur 
sehr langsam, so daB eine auf Verzuckerungsversuchen mit diesen 
Praparaten fuBende Berechnung wahrscheinlich einen einigermaBen 
richtigen Wert ergeben wiirde. Eine a. a. O. (4) ausgefiihrte Berechnung 
dieser Art ergab, daB in der Starke (untersucht wurde Kartoffelstarke) 
eine anormale Bindung unter 15 bis 20 Maltosebindungen vorkommt. 
Da auch in diesem Versuch eine gewisse Spaltung der anormalen Bin- 
dungen zweifelsohne eingetreten ist, so diirfte angenommen werden 
kénnen, daB eine anormale Bindung auf héchstens 15 Maltosebindungen 
kommt. Aus der Starke kénnte man demnach maximal etwa 12% 
Isomaltose isolieren. 

Zieht man nun in Betracht, daB die Starke aus Amylose und Amylo- 
pectin besteht und daB die Amylose, wie von K. H. Meyer (9) gezeigt 
wurde, unverzweigt ist, so folgt, daB im Amylopectin die anormalen 
Bindungen noch wesentlich dichter liegen. Schaitzungsweise wiirde eine 
lsomaltosebindung auf etwa 10 Maltosebindungen kommen. Das 
Molekiil kénnte dann, wenn jede Isomaltosebindung eine Verzweigung 
der Kette bedeutet, kaum gemaB der von Staudinger (10) vorgeschlagenen 
Formel gebaut sein. Unsere Versuche scheinen eher fiir die von K. H. 


Meyer vorgeschlagene Amylopectinformel zu sprechen. 
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Beitrag zur physiologischen Auswirkung 
von Ammoniak- und Nitratstickstoff. 
Von 
B. Arenz. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technische; 
Hochschule Miinchen. ) 


(Eingegangen am 9. April 1941.) 


I. Einleitung. 


Ein wichtiger Unterschied zwischen Ammoniakernahrung und der 
Ernahrung mit Nitraten besteht, wie Lubarskaja (1) zeigen konnte. i) 
der Form, in’ welcher der nicht verwertete Stickstoff in der Pflanz 
iibrigbleibt. Ein Uberangebot an Salpeter kann bei Nichtverwertung 
im N-Stoffwechsel in den Zellen als unschadliches Nitrat angehauft 
bleiben. Anhaufung von Ammoniak mu, ungebunden als starke Bas 
aiuBerst giftig auf den pflanzlichen Organismus wirken. Ammoniak 
kommt nun in der Pflanze nicht nur bei direkter Darbietung yom 
Nahrmedium aus oder durch Reduktion von Nitrat vor, sondern es ist 
wie Prianischnikow (2) sich ausdriickt, das Alpha und Omega des 
pflanzlichen N-Stoffwechsels, Grundstein der EiweifBsynthese und 
Endprodukt der proteolytischen Desmolyse. Auch ohne Zufuhr von 
auBen kann, vor allem bei eiweibreichen Samen, eine Anhaufung von 
Ammoniak stattfinden, z. B. beim Umbau des Reserveeiweibes im 
Keimlingsstadium, oder im fortgeschrittenen Wachstum bei Stérung 
der Assimilation (Lichtentzug). Derartige, in bezug auf die Leistung des 
EiweiBaufbaues, entstehende Uberangebote von Ammoniak vermay 
aber die Pflanze durch Bindung als Reserve zu entgiften. Die NH,- 
Entgiftung ist daher fiir die Pflanze von lebenswichtiger Bedeutung 

Méglichkeiten der Entgiftung im Pflanzenorganismus sind folgen«: 


Amidbildung (Asparagin und Glutamin) (Prianischnikow). 

a) Als direkte Synthese aus Kohlenhydraten und Ammoniak (Zufuli 
von auBen). 

b) Als sekundar oxvdative Synthese aus EiweiBspaltprodukten. 


Ammonsalzbindung bei hoher aktueller Aciditét der Pflanzen 
|Erkenntnisse der Leipziger Schule Ruhland, vor allem Wetzel (3) (4 
Diesen Erkenntnissen folgend, konnte Kultzscher (5) (ebenfalls 
Leipziger Schule) zeigen, daB in Abhangigkeit von der Reaktion det 
Pflanzensafte jeweilig die eine oder andere Art der Entgiftung 
Vorzug findet. So bezeichnet er als Ammonpflanzen die mit einem 
pu unter 5,0, als Amidpflanzen jene mit alkalischeren Zellsaften. 
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Zwischen beiden Typen lieBen sich Ubergiainge feststellen. Bei der 
Ammoniakentgiftung durch aktuelle Aciditat wird nicht nur die Neutrali- 
sationsgrenze erreicht, sondern dariiber hinaus mu®B eine hohe H-lIonen- 
konzentration bestehen, damit die NH,-Tension auch standig auf ein 
Minimum herabgesetzt ist. Kultzscher schreibt wé6rtlich: ,,Durch eine 
dauernde Neuproduktion von Saéure mu die Konstanz der Reaktion 
garantiert sein, auch bei sehr starkem Saureverbrauch fiir die zuweilen 
ganz enormen NH,-Neutralisationen’. Wetzel (3) zeigte in diesem Zu- 
sammenhang, da der ,,Pufferungsquotient** beim PreBsaft der Begonie 
(Ammonpflanze) etwa zehnmal so hoch ist wie beim Spargel (Amidpflanze). 
Bei den Saéure- oder Ammonpflanzen kann also die Entgiftung, vor allem 
von auBen zugefiihrten Ammoniaks, sehr schnell vor sich gehen, da die 
Neutralisation durch praformierte Saéuren ein schnell verlaufender chemi- 
scher Vorgang ist. Da durch die Weiterverarbeitung des Ammoniaks aus 
den .,Reservesalzen** wieder Sauren frei werden, ist eine laufend mégliche 
Entgiftung garantiert. 

Bei den Amidpflanzen stellt dagegen die Entgiftung einen energie- 
heischenden, weitaus langsamer verlaufenden Syntheseprozef dar, der in 
erster Linie entscheidend vom Kohlenhydratstoffwechsel oder Vorrat beem- 
fluBt ist. Schwierigkeiten und Hemmungen in der Kohlenhydratbereit- 
stellung (Ernihrungsstérungen, die den normalen Wasserhaushalt oder die 
Assimilationsleistung direkt beeinflussen, Lichtarmut, extremer Licht- 
mangel) lassen die Entgiftungskapazitat stark zuriickgehen bzw. gleich 
Null werden. 


Die Gefahr einer Ammoniakiiberlastung, vor allem durch Stickstoff- 
ernahrung, ist bei Amidpflanzen weit eher gegeben als bei den Saure- 
oder Ammonpflanzen. 


Mit der Uberlastung an Ammoniak, d.h. mit der einseitigen Ver- 
schiebung des Verhaltnisses NH ,-N : Kohlenhydratverfiigung — zu- 
ungunsten der Kohlenhydrate, tritt aber eine akut (6) verlaufende Zer- 
stérung des pflanzlichen Organismus auf, da NH, ,,ein starkes Zellgift 
ist, das schon in geringer Konzentration tédlich auf das Zellplasma 
wirkt** (4). Diese Giftwirkung ist der zerst6rende Einflu8 der Alkalitat 
des freien Ammoniaks, der sich bei Unvermégen der Pflanze zur Bindung 


und Neutralisation notwendig einstellen muB. So konnte Ribbert (7) 
mittels Indikatorfliissigkeiten in Zellen mit farblosem Saft Alkalitats- 
anstieg bei Ammoniakzufuhr feststellen. 

In der vorliegenden Arbeit ist eine Reihe von Versuchsergebnissen 
zusammengestellt, in denen die Reaktionen der PreBsdfte von ver- 
schiedenen Pflanzen ermittelt wurden, die unter sonst gleichen Be- 
dingungen einerseits mit Nitratstickstoff, andererseits mit Ammoniak- 
stickstoff ernahrt waren. 

Die py-Messung der PflanzenpreBsafte wurde in folgender Weise 
vorgenommen: 

5g Pflanzenfrischsubstanz wurden mit 2g Quarzsand im Morser 
zerrieben. Der fein zerriebene Brei wurde in 50 ccm destilliertem 
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Wasser aufgenommen und filtriert. In diesem Filtrat wurde die ),. 
Messung elektrometrisch mit Chinhydron vorgenommen. 

Die so ermittelten py-Werte geben natiirlich nicht die tatsachlichey 
Wasserstoffionenkonzentrationen in den Pflanzen wieder, sondery 
gestatten nur einen Vergleich der relativen Reaktionsunterschiede, i 
der pflanzliche Gesamtorganismus durch  verschiedene N-Zufuly 
erfahrt. 

Die Reaktionsuntersuchungen wurden an Pflanzenmaterial (meist 
SproB und Wurzeln) vorgenommen, das aus Versuchen mit verschiedeney 
Fragekombinationen stammte, deren Grundfrage aber immer eiy 
Vergleich von Nitratstickstoff und Ammoniakstickstoff war. Es werden 
daher von diesen Versuchen auch, ohne naheres Eingehen auf die ver. 
schiedene Versuchsplanung, nur die im vorliegenden Zusammenhang 
wichtigen Versuchsdaten und Ergebnisse mitgeteilt. 


II. Versuchsergebnisse. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse eines Versuchs aufgezeichnet, der 
zu Sommergerste in Wasserkultur durchgefiihrt wurde. Die Pflanzen 
wurden auf Sagemehl! bis zum ersten Keimblatt vorgezogen und nach 
Entfernung des Samenkorns auf die Nahrlésung iibertragen. Der 
Versuch wurde mit verschiedenen Nahrstoffverhaltnissen durchgefiilrt. 
Die in allen Versuchsgruppen gleich hohen Stickstoffgaben wurden in 
der Nitratreihe als Kalksalpeter, in der Ammoniakreihe als Ammon. 
sulfat verabreicht. Der CaO-Gehalt des .Kalksalpeters wurde in den 
NHs3-N-Gruppen in dquivalenter Menge als CaCOs, neben einer in 
beiden Reihen gleich hohen Kalkzufuhr, ausgeglichen. Die Versuchs- 
dauer erstreckte sich iiber 40 Tage. 

Wahbrend der Vegetationszeit zeigten die mit Ammoniak ernahrten 
Pflanzen in allen Gruppen eine auffallend dunkle, blaugriine Verfarbung 
Das Wachstum war stark gegeniiber den Nitratgruppen gehemmt. 
jedoch zeigten sich keine Gewebezerstérungen. 

Die Ernteergebnisse in Tabelle I sind ein deutlicher MaBstab fiir 
die wachstumsstérende Wirkung des Ammoniaks. Ein nachteiliger 
EinfluB der physiologischen Aciditit des Ammonsalzes muB, wie det 
Endreaktionsstand der Nahrlésung zeigt, ausscheiden. Sehr deutlich 
kommt beim SproB und mehr noch bei den Wurzeln eine Verschiebung 
der Reaktion der PreBsafte nach der atkalischen Seite hin, in Abhangi- 
keit von der Ammoniakzufuhr, zum Ausdruck. Diese Verschiebung 
von 0,2—0,3 pu ist bei PflanzenpreBsaften schon als erheblich anzu- 
sprechen. Beachtenswert ist, daB sich diese Reaktionsabweichung 
nahezu gleichlaufend mit der Divergenz des Wachstums zwischen 
NO.-N und NHs-N vergréBert. 
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In Tabelle II sind die Ergebnisse 
yon Versuchen zu Gerste und Hafer 
mitgeteilt. Diese Versuche wurden zur 
méglichsten Konstanthaltung der Reak- 
le. die tion des Nahrmediums mit flieBenden 
ufuhp Nahrlésungen durchgefiihrt. Der Stick- 
stoff war in diese Lésungen als Natron- 
salpeter, Ammonnitrat und Ammon- 
sulfat eingefithrt. Die Versuchsdauer 
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denen 


Reaktion der Nahrlésungen, 


petrug 16 Tage. Sowohl die Gerste wie 
auch der Hafer zeigten bei Nitrat- 
ernahrung eine gesunde, griine Farbung, 
wihrend bei Ammonnittrat die Farbung 
deutlich dunkler und bei Ammonsulfat 
dunkelblaugriin war. Bei den ersten An- 
zeichen von Gewebezerstérungen bei den 
Pflanzen der reinen Ammoniakreihen 
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nach Das Wachstum der Gerste war, wie 
Der aus Tabelle II hervorgeht, nur bei der 
ihr reinen Ammoniakernahrung — gestort, 
wihrend bei Ammonnitrat sogar ein 
héherer Ernteertrag festgestellt werden 
konnte. Beim Hafer dagegen hatte das 
Ammoniak schon in beiden Fallen nach- 
teilig gewirkt. Die schnelle nachteilige 
Wirkung erklart sich aus der gewahlten 
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rten hohen Reaktion des Nahrmediums und E 
ing der damit hervorgerufenen NH,-Ten- 
mt, sion. Die Reaktion wurde nur im Pref- Pp 

saft der Sprosse gemessen. Auch bei z 3 
fiir diesen Versuchen lieB sich in den F “ 
iger Pflanzen eine Alkalisierung, und zwarin = £ cE = 
der deutlicher Abhingigkeit von der Hiéhe = rs 


ich der Ammoniakzufuhr, erkennen. 

Die Ergebnisse zweier weiterer Ver- 
suche zu Gerste und Hafer sind in 
Tabelle III mitgeteilt. Diese Versuche 
wurden wieder als Wasserkulturen ohne 
Wechsel der Lésungen durchgefiihrt. 
Durch geringere Kalkzufuhr waren die 
gut aufeinander abgestimmten Reak- 


frisch 


Sprob 


Tabelle I. 
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Tabelle I]. Ergebnisse des’ Versuchs zu Gerste und Hafer 
flieBenden Nahrlésungen. N-Konzentration 0,025 °/,, 





ese Reaktion der Reaktion der 
Ernteertrag Verhaltniszahlen Pilanzensiifte Nihrlésungen 
Diingungsart SproB, frisch a. * 100 Pu Pu 
SproBb ‘ 
g SproB frisch abgela 


Gerste: 
NO,-N 3,70 100,00 6,10 
NH,NO, ... 4,63 125,13 6,15 
NH,-N 3,11 84,05 6,34 


3 


Hafer: 
NO,-N 1,2¢ 100,00 6,09 
NH,NO, ... 2,84 67,13 6,14 


2.69 63,59 6,20 


tionen der Nahrlésungen niedriger gehalten. Die Pflanzen standen 
31 Tage im Versuch. Schon wenige Tage nach Cbertragen auf lie 
Nahrlésungen blieben die Pflanzen mit Ammoniakernahrung deutlich 
zuriick, zeigten anfinglich dunkle, schmutziggriine Verfarbung und 
spiter Gewebezerstérungen, die als grauweibe, strichférmige Aus. 
bleichungen auf den Blattspreiten in Erscheinung traten. 

Die auBerordentlich stark schadigende Wirkung des Ammoniaks 
in diesen Versuchen geht auch aus den Ernteergebnissen in Tabelle [[] 
hervor. Die Stérung des SproBwachstums war deutlich starker als die 
des Wurzelwachstums. Ein starker Reaktionsunterschied bestand 
zwischen den PreBsaiften der Sprosse und denen der Wurzel, und awa: 
waren die der Wurzeln bei beiden N-Formen alkalischer. Von weitaus 
gréBerer Bedeutung aber ist, da bei den Pflanzen mit Ammoniak- 
ernahrung sowohl die SproB- wie auch die WurzelpreBsafte saure 
waren als bei den normal gewachsenen Pflanzen mit Nitraternahrung 
Diese Verschiebung nach der sauren Seite hin ist auBerordentlich 
deutlich und einheitlich und liegt fiir PfianzenpreBsifte bestimmt 
auBerhalb der Fehlergrenze. Um so erstaunlicher mu diese Feststellung 
anmuten, als gerade bei diesen Versuchen, bei denen die Ammoniak- 
vergiftung bis zur Zerst6rung der Gewebe in Erscheinung trat, besonders 
hohe Alkalisierung erwartet wurde. Bei der GleichmabBigkeit 
Reaktionen des Nahrmediums in beiden N-Reihen zu Anfang und zu 
Ende der Versuche (siehe vor allem Hafer) kann auch ein Einfluf} der 
Wasserstoffionenkonzentration des Nahrmediums auf die der Pflanzen 
nicht in Betracht gezogen werden. Ohne aber vorlaufig einer Begriindung 
dieser Feststellungen nachzugehen, sollen noch weitere Versuchserge bnisse 
besprochen werden. 

In Tabelle IV werden die Ergebnisse von Versuchen mitgeteilt, cic 
mit Gerstenkeimlingen in Einsalzlésungen durchgefiihrt wurden. Date: 
waren Stickstoffreihen mit steigenden N-Konzentrationen von 0,02 bis 





e211 CLlarata ama tltatan 


Varancoche 


ades 


roehnisse 


RK 


Tahelle TIT. 








201 


ray 
= 
~ 
t. 
a 
S 
t 
2 
R 
4“ 
S 
‘ 
id 
- 
= 
= 
5 
— 
‘ 
> 
ko 
af 
> 
S 
I. 
a 
© 
s 
o 
t 
OL 


Physiolo 








re'09 
OF IPF = FBS 
IF0e §=6‘S1 
IFO §6a‘st 
0¢'8 LOLT 
7 Be ore | 


coo FLY 


61'S] FI‘e 
LE't OF*9 
[eh Sry 
10°F €Ee°9 
88¢ 68°C PP9 
OLE co‘9 C3'9 


69° 80'9 90°9 


Sto 96°¢ 
rI'9 
€1°9 
Iv’9 
T0'9 
€'9 


129 


N-"HN N-foN. Hd-pug Hd Hd-puy —_ Bd 


06'S 
€6°¢ 
86°C 
86° 
Il’9 
L0°9 
org 


goidg 


-ssurjyuay 


-ssuvyuy 


ceo 
ce" ) 
€2°9 
6e‘9 
Te’9 
Org 
L8°¢ 


goidg 


69°6L 
C662 
[ots 
CT‘68 
8L°¢6 
FIs 
69°68 


JeZIN A 


L0°G8 
O8*T6 
62°001 
O8‘86 
69°16 
La16 


OF*96 


c0°E 
cz‘ 
Sts 
0¢g*s 
9lE 
F1L‘S 
CES 


a 


eo't 
Prt 
cor 
OL'F 
99°F 
BL’ 
90°F 


a 


ce’g 
ree 
LP's 
tE‘E 
Cts 
tte 
90°E 


3 


00/5 020 


°%) STO 
99/5 OO 
°9/) 80°O 
/) 900 
FOO 
00 


goidg 


JoZ7IN MA 


gqoidg 


gqoidg 


oe = N-"HN | N-“ON 
t N-“HN N""ON 
\N But ut i a 
oulpeUuyny-N 


Hd ‘aqyesgoiduoz 


Hd ‘uesunsoyyeN iop uonyroy wey 25p Gorge’ 
"Lid 4 se 


OOL NON 
U9 BZSTUITRYIOA 


Jozi AK 


N-°H N N-"ON qaessunsund 


os niqieqwWIg 





‘UdFUNSOL[Z[BSULW UL UBFZUT;UTIeyUsysSder) JIU Syonsse@A sop 


cO*L 


Qrg 


cu'9 


19°9 


9g°g 


98°9 
00°. 


66°C 


Go‘ oe'9 
96°9 9 


90°2 


LO°9 
6! €L°9 


ra'¢ 


cre 


ono OL‘S 
099 


oe “oc | REGT IA “6S | RES6T IA 6% 
Seed ITA “| qaynsetyne = auozjezinyy 
@-VUA | Hd-uoyostnz Hd -uayostnz7 


RE6T LA 'R 


Hd -sfuvjuy [9Z11 MA goudg 


Hd ‘aqyys 
“UIZURYq Ip UOlQyRey 


Hd ‘uoSunsoyyRN Jap uomyuey 


68°8 
00001 


ery 


O00'OOT 


16°C 
00°00T 


99°C 


00°00T 


JOZINM goidg 


Oot N-“ON 
UsTYRZSTUALBYy IIA 


esstuqoesay 


“AT 911998 L 


r9'T 
F's 


8S 
96°EE 


e N "HN 

"NON 
> Joye 

"NHN 

“NON 
2 048104) 


6S°E 
OF 1Z 


FT 


GG &G 


3 3 


JOZIN A goidg 


qessunsung 


DVIPIOPUIY 





-00/ 


er 


0Se 0 


ANALNAAOSsSVBAQ UL TOBE pun aysa90Hy 


nz syonssada 


UOT} B.IZUIZUOY - N 


sep 


essruqosaag 


“TH 9TT9qQRL 








202 B. Arenz: 


0.2%) N als Nitratstickstoff (NaNO,) und Ammoniakstickst off 

(NH,).SO, angesetzt. Die Versuchsdauer betrug 7 Tage. Erst in dey 
beiden letzten Tagen traten duBerlich erkennbar in den Gruppen 0.15! ,, 
und vor allem 0,20°/9 N, starke Gewebezerstérungen, grauwe lic 
strichformige Ausbleichungen auf den Blattspreiten akut in Erscheinung 
Wie ersichtlich, war das SproBwachstum bei Ammoniakernahrung yur 
in den Gruppen mit hoher N-Gabe, das Wurzelwachstum aber durchweg 
stark beeintrachtigt. Betrachten wir hier nun die Reaktion der Pflanzen. 
preBsafte, so ist zu erkennen, daB mit steigenden Ammoniakgaben ein 
zunehmende Versdiuerung gegeniiber den Reaktionen der Pflanzen iy 
der Nitratreihe festzustellen war. Bei der niedrigsten Gabe von 0,020 ,, N 
war aber noch eine Alkalisierung durch das Ammoniak hervorgerufen 
bei 0,049 /9, waren die PflanzenpreBsafte in beiden N-Reihen in ihrey 
Reaktionen nahezu gleich hoch, wahrend schon bei 0,06) N die 
Reaktionen der PflanzenpreBsifte bei Ammoniak- die bei Nitrat- 
ernahrung unterschreiten. Da die py-Werte der Nahrlésungen entgegen- 
gesetzt verlaufen, schaltet sich hier ebenfalls ein Einflu8 ihrer Wasser. 
stoffionenkonzentration auf die der Pflanzen von selbst aus. 

Dieser Versuch gibt aber in Verbindung mit den vorhergehenden 
eine gewisse Erklarung der so verschieden und unerwartet verlaufenden 
Beeinflussung der Wasserstoffionenkonzentration in der Pflanze bei 
Ammoniakzufuhr. Wahrend bei der Nitraternihrung Spro8- und 
Wurzelwachstum durch die steigenden N-Gaben praktisch nicht beein- 
fluBt ist, laBt sich bei Ammoniakzufuhr mit steigenden Gaben eine 
deutlich zunehmende Schadwirkung auf die Wurzeln und _ bei dei 
héchsten N-Gabe auch auf den SproB erkennen. 

Diese steigende Schadwirkung ist eine Folge der erh6hten Ammoniak- 
aufnahme und es ware zu erwarten, daB in der Einsalzlésung auch cic 
physiologische Aciditaét verstairkt in Erscheiunng treten miiBte. Tat. 
‘sachlich liegen aber die Verhaltnisse umgekehrt. Die Versauerung de! 
Lésungen nimmt mit steigenden NH,-N-Gaben, am auffiilligsten bei 
der héchsten Gabe, ab. Die Versiuerung der PflanzenpreBsafte dagegen 
nimmt mit steigenden N-Gaben deutlich zu. Die Feststellung, dai be: 
den beiden héchsten Gaben von 0,15 und 0,20°/9 9 N als NHg-N nach 
auBen akut auftretende Gewebezerstérungen erkennbar waren, filirt 
uns nun zu folgendem SchluB: 

Die Ammoniakzufuhr ruft in den Zellen der Gerstenkeimlinge 
Alkalisierung hervor, die bis zu einem gewissen Grade ohne stérenden 
Einflu8 auf den Organismus bleiben und durch Amidbildung langsam 
ausgeschaltet werden kann. Steigendes Eindringen von Ammoniak in 
die Pflanze iiberschreitet die mégliche Entgiftungskapazitat der 2. 
Verfiigung stehenden Kohlenhydrate und zwingt durch den die Assimi!:- 
tionsleistung tibersteigenden Kohlenhydratanspruch die Pflanzen zu 





iden 
iden 

hat 
und 


eln- 


run 


Physiologische Auswirkung von Ammoniak- und Nitratstickstoff. 208 


Abbau (EiweiB), der durch die anhaltend hohe N H,-Konzentration 
beschleunigt wird. Bei dem Zusammenbruch der Pflanze wird aber 
Ammoniak, auch das im Abbau frei gewordene, in das Nahrmedium 
ausgeschieden. Diese teilweise Wiederausscheidung des Ammoniaks 
macht den Reaktionsstand der Nahrlésungen verstandlich. 


Die Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration der PreBsafte 
von Pflanzen, die durch Ammoniakvergiftung weitgehend zusammen- 
gebrochen sind, erklart sich aber mit der notwendig tiberwiegenden 
Anhaufung des bei der EiweiBhydrolyse entstehenden N-freien Restes, 
der aus Ketosiauren (4) besteht bzw. zu Fett- oder Oxysiuren stabili- 
siert wird. 

Die vorher besprochenen Versuchsergebnisse zu Gerste und Hafer 
(Tabellen I—IIT) weisen in ihren Tendenzen auf gleiche Verhaltnisse hin. 
Bei einer N-Konzentration von 0,1° 99 (Tabelle I) als NH,-N, lieBen 
sich wohl eine krankhaft dunkelgriine Verfirbung und Wachstums- 
hemmungen feststellen, jedoch waren noch keine Gewebezerstérungen 
zu erkennen. Ebenfalls bei den Versuchen mit flieBenden Nahrlésungen 
waren bei den niedrigen, wenn auch standig gleich hohen Konzentra- 
tionen von 0,025°/o, keine auBerlich sichtbaren Schadwirkungen zu 
beobachten. Das bei diesen Konzentrationen in die Pflanzen ein- 
dringende Ammoniak fiihrte zwar schon zur Anhaufung und damit zur 
Alkalisierung, so daB die Kohlenhydratverfiigung zum Aufbau des 
Organismus gehemmt wurde, iiberschritt aber bis zum Zeitpunkt der 
Ernte nicht die toxische, zum Abbau zwingende Grenze. Bei den in 
Tabelle LIT wiedergegebenen Versuchen fiihrten dagegen die in der 
Wasserkultur fiir Gerste und Hafer relativ hohen N H,-N-Konzentra- 
tionen von 0,25°/4, N zu einer Uberanhaufung von Ammoniak, die zu 
einem friihzeitigen Abbau des OrganeiweiBes zwang. Da hier nicht 
nur eine Wachstumshemmung, sondern ein vélliger Zusammenbruch 
der Pflanzen erfolgt ist, geht neben den Beobachtungen sehr deutlich 
aus den Ernteergebnissen hervor. Fiir eine starke Ausscheidung an 
Ammoniak spricht auch hier (siehe Gerste) das jahe Ansteigen der Nahr- 
lésungsreaktion in den letzten 10 Tagen vor der Ernte. Bei den py-Be- 
stimmungen in den PreBsaften diirfte daher wieder der im Organismus 
der zusammengebrochenen Pflanzen tiberwiegende N-freie Rest der 
KiweiB- bzw. Aminosiurenabbauprodukte (Ketoséuren) die Wasserstoff- 
ionenkonzentration ausschlaggebend beeinfluBt haben. 

Ein weiterer Versuch mit steigenden N-Konzentrationen wurde, 


unter gleichen Bedingungen wie der zu Gerste, mit Keimlingen der 
blauen Lupine durchgefiihrt. Die Versuchsdauer betrug 7 Tage. AuSer- 


liche Schadwirkungen konnten wahrend des ganzen Versuchs bei keiner 


Gruppe beobachtet werden. 
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Wie die Ernteergebnisse in Tabelle V aufweisen, lassen sich bein 
SproB keine eindeutigen Wachstumshemmungen durch das Ammoniak 
erkennen und auch bei den Wurzeln waren durchweg keine allzu grojje) 
Stérungen festzustellen. -Obwohl also hier kein anomaler Abbau in den 
pflanzlichen Organen in Betracht gezogen werden kann, wurden doc} 
bei Ammoniakernahrung in den SproBteilen der Pflanzen, wenn auch 
nur um Geringes, so doch einheitlich héhere Wasserstoffionenkonzentra. 
tionen ermittelt als in den PreBsaften der Pflanzensprosse mit NO... 
Ernahrung. Es ist nun weiter auffallend, daB entgegen den Gesetzey 
der physiologischen Reaktion die Lésungen in den Salpeterstaffely 
(NaNQs) starke Verséuerung aufwiesen, die einen héheren Grad er. 
reichte als in den Ammoniakstaffeln [(NH4).S0O,]. 

Auf Grund gleicher Feststellungen beziiglich dieser Beeinflussuny 
der Nahrlésungsreaktionen durch die Lupine sowie der Tatsache, die 
sich in einer Reihe von Versuchen ergab, daB die Lupine trotz absolut 
stark erhéhter Ammoniakstickstoffaufnahme (z. B. gegeniiber Gerste 
keinerlei Vergiftungserscheinungen erkennen lieB, kamen wir schon in 
einer friiheren Arbeit (8) zu folgendem SchluB: 

,.Die Lupine scheidet organische Sauren durch die Wurzeln in das 
AuBenmedium ab. Bei Ammoniakernéahrung kommt durch das Ein- 
dringen freien Ammoniaks schon in der Wurzel eine Neutralisation bz\ 


Bildung von organischen Sauren zustande, wodurch einerseits dic 
riftigkeit des Ammoniaks, andererseits die starkere Versduerung cles 
AuBenmediums im Vergleich zur Nitratreihe ausgeschaltet wird 
Pflanzen mit hoher aktueller Aciditat des Zellsaftes haben die Fahigkeit, 
auch gréBere Mengen eindringenden Ammoniaks durch Bildung salz- 
artiger organischer Ammonverbindungen zu entgiften.*‘ 


Wir stellten also die Lupine in die Reihe der von Kultzscher (5) als 
Saure- oder Ammontypen bezeichneten Pflanzen. Die erhGhte Wasser. 
‘stoffionenkonzentration der PreBsifte bei den Pflanzen mit Ammoniak- 
ernahrung gegeniiber denen mit Nitraternihrung ist daher nicht mit 
einer Anhaufung von Séuren aus EiweiBabbauprodukten zu erklaren 
sondern mit einer gesteigerten organischen Saurebildung bei Ammoniak- 
zufuhr [ebenfalls nach Kultzscher (5)], die ja nicht nur die Neutralisation 
des Ammoniaks, sondern dariiber hinaus eine hohe Wasserstoffionen- 
konzentration herstellen mu8, damit die NH,-Tension auch standig 
auf ein Minimum herabgesetzt bleibt. 

Ein eindeutiger Beweis fiir diese Erklarungen ist an Hand eines 
Versuchs zu fiihren, dessen Ergebnisse in Tabelle VI wiedergegeben 
sind. Dieser Versuch wurde, ebenfalls in Wasserkultur, mit Keimlingen 
der blauen Lupine durchgefiihrt. Der Versuchsplan ist aus der Tabelle 
zu ersehen. Die N-Konzentration als NaNO, und (NH,4),SO, betrug 
0,199) N. Eine Versuchsgruppe wurde unter natiirlichen Licht- 
verhaltnissen (ohne Beschattung) im Gewachshaus, eine andere unter 
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volligem LichtausschluB (mit Beschattung) am gleichen Ort und gleich. 
zeitig durchgefiihrt. Die Versuchsdauer wahrte 9 Tage. 

An den Pflanzen lieBen sich in keiner Gruppe Schadwirkunge; 
(Gewebezerstorungen) feststellen. Die unter Lichtentzug wachsenden 
Keimlinge zeigten auffallend dunkelgriine, bei NH3-N dunkelblau. 
griine Farbung. 

Die Ernteergebnisse in Tabelle VI lassen nun erkennen, daB di 
N-Zufuhr als Ammoniak gleich gut oder besser wirkte als die Salpeter. 
zufuhr, wenn die Keimlinge im vollen Lichtgenu8 standen, daB aber eine 
deutliche Schadwirkung durch das Ammoniak dann auftrat, wenn den 
Pflanzen die Lichtquelle entzogen und damit die Voraussetzung der 
Assimilation ausgeschaltet wurde. Innerhalb der Nitratgruppe blieb 
dagegen der Lichtentzug, bis zum Zeitpunkt der Ernte, praktisch ohne 
EinfluB auf die Ertragsbildung (Frischgewicht). 

Bei der Betrachtung der Reaktion der PflanzenpreBsafte ist nun 
zu erkennen, daB bei den Pflanzen, die unter natiirlichen Licht. 
verhaltnissen standen, durch die Ammoniakernahrung wiederum 
keine Alkalisierung, sondern eine einheitlich deutliche Erhéhung der 
Wasserstoffionenkonzentration der PflanzenpreBsifte gegeniiber Nitrat- 
ernahrung hervorgerufen wurde. Die Erklarung liegt gleich wie bei 
dem Versuch in Tabelle V. Die Lupine bildet organische Sauren zur 


Entgiftung des Ammoniaks nicht nur bis zur Aquivalenz der Neutralisa- 
tion, sondern im Uberschu8 dariiber hinaus zur Herabsetzung det 
NH,-Tension. Wird nun durch Lichtentzug die Assimilation und damit 
die Méglichkeit der organischen Saurebildung gehemmt, so muf einer- 


seits die Wasserstoffionenkonzentration in den Pflanzenzellen allgemein 
zuriickgehen und bei Ammoniakzufuhr infolge der fehlenden Méglichkeit 
einer Neutralisation eine weitere Alkalisierung eintreten. 

So wurden hier die PreBsafte der Keimlinge mit Nitraternahrung 
‘bei Lichtentzug (Ausschlu8 organischer Saurebildung) sehr deutlich 
alkalischer. Bei Ammoniakzufuhr steigerte sich diese Alkalisierung 
(Fehlen praformierter Sauren und Anhaufung ungebundenen Ammoniaks) 
noch in betrachtlichem AusmaBe weiter, so daB gegeniiber der Ammoniak- 
reihe mit vollem Lichtgenu8 ein py-Unterschied von 1,2—1,5 bestand 
Die Reaktionen der Nahrlésungen zeigten sich nach den gleichen Voraus- 
setzungen charakteristisch beeinfluBt. Durch die Ausscheidung organi- 
scher Sauren bei normalem Lichtzutritt war in der Salpeterreihe (Na NO 
allein), entgegengesetzt den Gesetzen der physiologischen Reaktion ces 
Natronsalpeters, starke Verséuerung des Nahrmediums eingetreten 
Durch die Bindung der organischen Saéuren durch das eingedrungene 
Ammoniak.im pflanzlichen Organismus trat in der Ammoniakreihe «ic 
Versiuerung des Nahrmediums stark zuriick, obgleich ja hier dic 
physiologische Aciditat des schwefelsauren Ammoniaks auf eine weitere 
Erhohung der Wasserstoffionenkonzentration hinwirken muBte. Ver- 
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hinderung der Lichtzufuhr (Ausschaltung organischer Saurebildung | 
und Ausscheidung) schaltet bei Salpeterernahrung auch die Versauerung 
des Nahrmediums aus, so daB die Gesetze der physiologischen Reaktion 
wieder in Kraft treten. Auch in der Ammoniakreihe war das Nahr- 
medium bei Lichtentzug der Pflanze weit weniger versduert als bei 
vollem Lichtgenu8. 

In Tabelle VII ist die Stickstoffaufnahme der Lupinenkeimlinge 
bei Ammoniakernahrung aufgezeichnet. Die Stickstoffaufnahme wurde 
kolorimetrisch durch Feststellung des N-Gehalts in den Nahrlésungen 
ermittelt, und zwar 3 Tage vor der Ernte und am Erntetage selbst. 
Der Lichtentzug blieb praktisch ohne EinfluB auf die N-Aufnahme. 
Bei der Einsalzgruppe ist nach anfanglich gesteigerter Aufnahme zum 
Zeitpunkt der Ernte eine NH 3-N-Ausscheidung erfolgt. Da hier die 
Schadlichkeitsgrenze schon frith iiberschritten wurde, lieB ja auch die 
starke Hemmung des Wachstums vermuten. 


Tabelle VII. N-Aufnahme durch Lupinenkeimlinge in der 
NH,-N-Reihe bei dem Beschattungsversuch. 
N-Konzentration 0,10°/ eo. 





Ohne Be schattung Mit Beschattung 
NH, N- Auf- N H,-N-Auf- 


Diingungsart nahme in nahme in 
mg N am e © mg N am 


3. Xx. | 6. X. 3. X. | 6.X. 


100mg N 25,28 32,68 + 7.40) 36,78 33,90) — 2,88 
100 ,, N+100 mg P,O 26,10 38,42 | +12,32 | 26,28 38,84 +13,56 
100 , N+ 4100 ,, K, 0 35,80 42,52 + 6,72) 26,10 42,62  +16,42 
100 , N+100 ,, P, “0, ,+100mgK,0O 29,38 33,50 + 4,12 30,22 37,18 + 6,96 
100, N+100 ,, P,O;+200,, K,O | 31,4430,22 |— 1,22) 30,22 36,54) + 5,32 


Ein gleicher Versuch wie der vorgenannte wurde mit Keimlingen 
der] Sonnenblume durchgefiihrt. Die Versuchsdauer wihrte 10 Tage. 
Nahrstofformen und Nahrstoffkonzentration waren gleich wie bei dem 
Lupinenversuch. Am Vortage der Ernte lieBen die Keimlinge der 
belichteten Ammoniakreihe starke Schadwirkungen, graues Auswelken 
auf den Blattern und Turgorschwund, namentlich auch bei den Stengeln 
und Wurzeln, erkennen. Die Pflanzen auf den Nitratlésungen blieben 
gesund und zeigten ungestértes Wachstum. Bei Lichtentzug vergeilten, 
im Gegensatz zu den Lupinenkeimlingen, die Pflanzen beider N-Reihen. 
Uberraschenderweise konnte hier in der NH,-N-Reihe keine Schad- 
wirkung beobachtet werden. 

In Tabelle VIII sind die Ernteergebnisse dieses Versuchs auf- 
gezeichnet. Die starken Vergiftungsschiden, die durch das Ammoniak 
an den Keimlingen bei normaler Lichtzufuhr beobachtet wurden, 
kommen auch in deutlichen Minderertragen gegenitiber Nitraternahrung 
zum Ausdruck. Ebenso bestatigt sich aus den Zahlen der prozentischen 
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Tabelle VIII. Ernteergebnisse bei dem Beschattunysy,, 





N Og-N 
ohne Beschattung mit Beschatt 


Diinguugsart 


Frischgewicht 
Trockenmasse 


Trockenmasse 


Rn 


100mg N 4,07 0.38 
100 ,, N+100mg P,O, 3,64 p 0,33 
100 ,, N+ 100 ,, K,O 4,19 0,40 
100 yy N= 400: ,. PaO |) ace a 

+100; KO | 4,82 0,42 
100 , N+100 ,, P,O; | | a 

+ 200 . K,O j 445 0,39 


Trockenmasse der beobachtete, starke Turgorschwund. Durch den 
Lichtentzug waren bei Nitraternahrung die Frischgewichte der Keim. 
linge durchweg erhdht, die tatsichliche Substanzproduktion war aber, 
wie die Ernten an Trockenmasse zeigen, durch die Assimilationsunter. 
bindung gehemmt. Bei Ammoniakernahrung trat diese Hemmung noch 
deutlicher in Erscheinung. Obwohl also hier durch die eingeschrankte 
Kohlenhydratbereitstellung eine absolut erhéhte Anhaufung freien 
Ammoniaks im Organismus erfolgt sein muB, erreichte die Vergiftung 
nicht den Grad wie in der NH3-N-Reihe ohne Beschattung. Hier 
tritt nun ein Faktor in Erscheinung, der fiir die Auswirkung der Ammo. 
niakvergiftung von ebenso entscheidender Bedeutung ist wie die Ver. 
fiigung von organischen Sauren oder Kohlenhydraten, namlich der 
Wassergehalt der Pflanzen bzw. Pflanzenzellen, der ja in erster Linie 
_mitbestimmend ist fiir die Ammoniakkonzentration und Tension. Es 
laBt sich aus den Ergebnissen in Tabelle VIIT berechnen, da®B in der 
Ammoniakreihe bei der Einsalzgruppe (100 mg N) in den beschatteten 
Pflanzen je Einheit Trockenmasse 14,1 Einheiten Wasser, in den un. 
beschatteten Pflanzen dagegen. je Einheit Trockenmasse nur 3.4 Fin- 
heiten Wasser treffen. Die ,,Wasserverfiigung**, um dieses Wort analog 
den Begriffen ,,Saure- oder Kohlenhydratverfiigung*: zu gebrauchen 
war also hier in den beschatteten Pflanzen mehr als viermal so hoch 
wie bei normalem Lichtzutritt. In den tibrigen Gruppen und auch bei 
Nitraternahrung (gegeniiber Lichtzufuhr) war sie standig mehr als 
doppelt so hoch. 


Trotz absolut erhéhter Anhaufung freien Ammoniaks durch den 
Ausfall der Kohlenhydratproduktion muBte also die N Hs-Konzentrat ion 
und damit die Giftwirkung im Organismus sehr stark herabgemindert 
sein. Gleichlaufende Beobachtungen tiber die entscheidende Wirkung 
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; Sonnenblumenkeimlingen. N-Konzentration =0,10° 99. 





NH,-N Verhaltniszahlen, NO,-N 100 


e Beschattung mit Beschattung ohne Beschattung mit Beschattung 


Wurzel, 


Frischgewicht 


Prockenmassc 
Trockenmasse 
Wurzel, 
Frischgewicht 
Trockenmasse 
Trocken 
Frischmasse 
Sprob 
Trockenmasse 


KR 
Rn 
st 
n 


0,26 | 0,71 | 1,86 0,13} 0,96 | 28,25 68,42 : 59,09 77,42 
0,31 1,02 2,11 0.15! 1,03 . 81,81 93,93 | 43,59 47,10 68,18 64,37 
0,32 | 0,95, 2,47 0,20'1,24 62,05 80,00 ' 38,15 53,93 95,24 93,94 


0,34 | 1,21 || 2,97; 6,0 | 0,18 1,24 || 51,45 | 80,96 | 56,54 | 50,51 69,23 | 73,37 


0,30 | 1,03) 3,32 0,19 1,51 61,12 76,92 35,28 | 60,14 76,00 96,18 


des Wassergehalts der Pflanzen auf die Vergiftungsintensitaét des 
Ammoniaks konnten in einer friiheren Arbeit gemacht werden (7), in 
der eine giinstige Wirkung des Kalis bei Ammoniakernahrung in der 
Aufrechterhaltung eines notwendigen Quellungszustandes des Proto- 
plasmas bzw. eines normalen Wassergehalts in den Pflanzen festgestellt 
wurde. Da die in Tabelle IX aufgezeichneten Werte iiber die Stickstoff- 
aufnahme als NH,-N zeigen, daB die anfangliche N-Aufnahme der 
Keimlinge bei Lichtentzug deutlich langsamer vor sich ging, war dadurch 
auch noch weiterhin die NH,-Konzentration abgeschwacht. Ent- 
sprechend den beobachteten starken Gewebeschaden in der Belichtungs- 
reihe konnte hier eine starke Ammoniakausscheidung ermittelt werden, 
wahrend eine solche bei Beschattung nur in der Einsalzgruppe und bei 
100 mg N + 100 mg P.O, festgestellt wurde. In diesen beiden Lésungs- 
reihen war auch die anfangliche N-Aufnahme gegeniiber den tibrigen 
Gruppen erheblich gesteigert. 

Tabelle IX. N-Aufnahme durch Sonnenblumenkeimlinge in der 


NH,-N-Reihe bei dem Beschattungsversuch. 
N-Konzentration 0107/0; 





Ohne Beschattung Mit Beschattung 


r 


NH,-N-Auf- |“ N H.,-N-Auf- 
nahme in 3 nahme in 
mg N am : mg N am 


»» 


Diingungsart 


gegen 2: 


22. X.'26. X. 


a= 


100mg N 67,98 42,52 61,27 44,17 
100 ,, N+ 100mg P,O, 64,70 58,94 61,27 45,81 
100 +100 ,, K,O 65,22 44,16 | - 42.53 63.06 
100 +100 ,, PgO,+100mgK,O 56,48 45,52 44,18 45,43 
100 +100 ,, P,O; +. 200 ,, K,O 54,84 40,06 — 40,07 45,43 
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weg starkere Hemmung des Wurzelwachstums hinweist. Die Reaktion 
der Nahrlésungen ist bei Nitraternahrung unter normaler Lichtzufuhr 
in einzelnen Fallen im schwachen AusmaBe saurer geworden, wogegen 
bei Lichtentzug eine Alkalisierung, gemaB den Gesetzen der physiologi- 
schen Reaktion, festgestellt wurde. Bei Ammoniakernahrung weist 
die Versiuerung des Nahrmediums nicht den Grad auf, der auf Grund 
der anfanglich starken N-Aufnahme hatte erwartet werden diirfen. 
Kindeutig ist in der Reihe mit Beschattung zu ersehen, daB hierfiir die 
Wiederausscheidung von Ammoniak verantwortlich ist. Eine solche 
ist (Tabelle IX) nur bei den beiden ersten Gruppen (100 mg N und 
100mg N + 100mg P,O;) festzustellen gewesen. Dementsprechend 
ist auch in diesen beiden Lésungsgruppen nur noch eine schwache Ver- 
siuerung zu erkennen, wahrend in den iibrigen Diingungsarten, bei 
denen noch keine Ammoniakausscheidung eingetreten war, die Nahr- 
medien eine sehr erhéhte Wasserstoffionenkonzentration aufweisen. 


Il. Zusammenfassung. 


1. In einer Reihe von Versuchen, die zu verschiedenen Pflanzen 
mit Nitrat- und Ammoniakstickstoffernahrung durchgefiihrt wurden, 
konnte gezeigt werden, daB das Ammoniak (unter Ausschaltung nach- 
teiliger Wirkung der physiologischen Aciditét) unter den gegebenen 
Bedingungen durchweg schadlich auf den Pflanzenorganismus wirkte. 

2. Bei der Gerste konnte steigende Schadwirkung in Abhangigkeit 
von der Héhe der Ammoniaksalzkonzentration im Nahrmedium beob- 
achtet werden. Keimlinge der blauen Lupine vertrugen dagegen gleiche 
Ammoniakkonzentrationen praktisch ohne Schadigung. 

3. Reaktionsmessungen von PflanzenpreBsiften ergaben, daB eine 
Alkalisierung durch Ammoniakzufuhr gegeniiber Nitraternahrung nur 
bei schwachen Vergiftungsgraden an Gerste und Hafer erfaSbar waren. 
Hatte die Vergiftung schon zu Gewebezerstérungen gefiihrt, so waren 
die Reaktionen der PreBsifte einheitlich erheblich nach der sauren 
Seite hin verschoben. In Einsalzlésungen mit Ammonsulfat wurden 
gleichzeitig die Erscheinungen der physiologischen Aciditat weit- 
gehend ausgeschaltet. 

4. Die Erhéhung der H-lonenkonzentration der PreBsafte von 
Pflanzen, die durch Ammoniakvergiftung weitgehend zusammen- 
gebrochen sind, wird mit einer durch EiweiBhydrolvse nach Ausscheidung 
von Ammoniak im Organismus entstehenden, iiberwiegenden Anhaufung 
des N-freien Restes (Ketoséuren) erklart. Durch die Wiederausschei- 
dung von Ammoniak wird die physiologische Aciditat des Ammonsalzes 
im Nahrmedium iiberdeckt. 

5. Bei Lupinenkeimlingen ergab die Reaktionsmessung der Prel3- 
sifte stetig eine betrachtliche Erhéhung der H-lonenkonzentration in 
der Abhangigkeit von der Ammoniakstickstoffzufuhr im Gegensatz zur 
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Nitraternahrung, obwohl keine maBgebliche Vergiftung eder gar Gewe|y 
abbau festgestellt werden konnte. Die Nahrmedien (Einsalzlésungen) «1 
fuhren, entgegengesetzt den Anschauungen der physiologischen Reakt ion 
bei Nitraternahrung (physiologisch alkalisches Salz) eine deutlich starkere 
Versduerung als bei N Hs-N-Ernahrung (physiologisch saures Salz). 

6. Die Lupine wird als ,,Saurepflanze‘‘ bezeichnet, da die Erhohung 
der H-Ionenkonzentration der PrefSsifte bei Ammoniakzufuhr nur mit 


° + e ne _ e P . - P 
einem Uberschu8 organischer Sauren zu erklaren ist, die im Organismus 


bei der Entgiftung des Ammoniaks, tiber die Neutralisationsgrenze 
hinaus, gebildet werden. Bindung der organischen Sauren zu ,,Reserve- 
salzen** bei Ammoniakernihrung und Ausscheidung ungebundener 
Sauren (Wurzelaciditat) bei Nitraternahrung erklart die Ungesetz- 
mabigkeiten der physiologischen Reaktion in den Nahrmedien. 

7. Bei Ausschaltung einer fortgesetzten Saurebildung durch 
Lichtentzug wurde die H -Ionenkonzentration der PreBsafte bei NO,-N 
stark herabgesetzt; bei NH -N fand durch die unterbundene Neutrali- 
sationsméglichkeit eine weitere Alkalisierung statt. Zugleich traten 
die GesetzmaBigkeiten der physiologischen Salzreaktionen in den 
Nahrmedien wieder in Kraft. 

8. Sonnenblumenkeimlinge zeigten sich bei einer Konzentration 
von 0,1%o) N als NH,-N stark geschadigt. Eingetretener Eiweil3- 
abbau konnte, gleichwie bei Gerste und Hafer, durch erheblichen Anstieg 
der H-Ionenkonzentration in den PreBsaften, besonders der Wurzeln, 
und durch die Ermittlung betrachtlicher Ammoniakausscheidungen in 
das Medium erfaBt werden. 

9. Bei Lichtentzug wurde durch die gehemmte Assimilations. 
leistung die Substanzproduktion bei Sonnenblumenkeimlingen stark 
herabgesetzt. Trotz der verminderten Kohlenhydratverfiigung und der 
damit eingeschrankten Entgiftungskapazitat trat, im Gegensatz zu den 
Keimlingen mit normaler Lichtzufuhr, die Vergiftungswirkung kaum in 
Erscheinung. Es konnte in diesem Zusammenhang begriindet werden, 
daB die ,,Wasserverfiigung‘‘ im pflanzlichen Organismus als Kon- 
zentrationsfaktor maBgeblich die toxische Grenze mitbestimmt. 
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Uber die Umaminierung in griinen Pflanzen. 
Von Artturi I. Virtanen und T, Laine. 
(Aus dem Biochemischen Institut, Helsinki.) 


(Eingegangen am 30, April 1941.) 


Beim Untersuchen des Mechanismus der in den Wurzelknéllchen 
der Leguminosen stattfindenden Stickstoffbindung kamen wir im 


Jahre 1935 zu dem Ergebnis, da8 die |-Asparaginsaure die erste bei der 
biologischen N-Bindung entstehende Aminosaure ist (1) und daB sich 


die tibrigen Aminoséuren auf diese oder jene Weise durch Vermittlung 
dieser Grundaminoséure bilden miissen. Zwei Jahre spater zeigten 
Braunstein und Kritzman (2) mittels Versuchen an Tiermaterial, daB 
von der Asparagin- und Glutaminsaure die Aminogruppe auf «-Keto- 
siuren iibergeht und da durch die hierbei stattfindende ,,Um- 
aminierung’‘ durch Vermittlung der Asparagin- und Glutaminsaure 
andere Aminosauren entstehen kénnen. In dem System muB8 als zweite 
Komponente stets eine Amino- cder Ketodicarbonsaéure vorhanden sein, 
sonst findet die Reaktion nicht statt. Nach der Beobachtung Braun- 
steins und Kritzmans konnten wir (3) die Umaminierung auch _ bei 
Pflanzen feststellen. Bei zerstampften Erbsenpflanzen konnten wir 
folgende Reaktion herbeifiihren : 


| (—)}-Asparaginsaure + Brenztraubensiure [= Oxalessigsaure 

| (+-)-Alanin. 
Die Umaminierung ist also eine in der lebenden Natur allgemein vor- 
kommende Reaktion. Die entscheidende Bedeutung der Asparagin- 
siure und des Homologen derselben, der Glutaminséure, als Grund- 
aminoséuren, durch deren Vermittlung die iibrigen Aminosauren ent- 
stehen, ist damit verstandlich geworden. 

Braunstein und Kritzman haben die Umaminierung zwischen den 
Aminodicarbonsauren und fast allen untersuchten %-Ketosauren zu- 
standegebracht. Insofern diese Ketoséiuren in den Organismen ent- 
stehen, kann die Bildung der verschiedenen Aminosiéuren ohne weiteres 
als klargelegt gelten. 

Bei unseren Versuchen mit zerstampften Erbsenpflanzen oder 
Pflanzensaft als Agenzien stellten wir eine Umaminierung in folgenden 
Svstemen fest: 


1. 1 (+-)-Glutaminsaure + Oxalessigsiure 
<- 4-Ketoglutarsiure — | (—)-Asparaginsaure 


2. 1 (+-)-Glutaminsaure -—~ Brenztraubensaure 


<= x-Ketoglutarsaure —- | (-+-)-Alanin 











A. I. Virtanen u. T. Laine: 


| (—)-Asparaginséiure + Brenztraubensaure 
= Oxalessigsdiure + | (+-)-Alanin 
4. 1 (+-)-Glutaminséure + %-Ketoisocapronsaure 
= «-Ketoglutarsiure + | (—)-Leucin. 

Das einzige bisher untersuchte System, in welchem wir die ki 

aktion noch nicht einwandfrei nachweisen konnten, ist 
| (—)-Asparaginsaure -- Phenylbrenztraubensaéure 
<== Oxalessigsiure + | (—)-Phenylalanin. 

Cohen (4) hat an dem Brustmuskel der Taube die Beobachtungen 
Braunsteins und Kritzmans tiber die Umaminierung bis auf die zwei 
ersten oben angegebenen Systeme (1 und 2) nicht mit Sicherheit be- 
statigen kénnen. Mit Leber und Nieren (5) jedoch konnte er auch in 
zahlreichen anderen Systemen eine Umaminierung herbcifiihren. 
Zorn (6) konnte mit Organbrei die Reaktion 

a-Ketoglutarsiure + Tyrosin — Glutaminsiure +- Oxypheny!- 
brenztraubensaure 
nicht erhalten. 


Es werden also noch weitere Untersuchungen benétigt, um die Art 
der Entstehung einiger Aminosduren zu erkliren. Natiirlich besteht 
die Méglichkeit, da& der Proteinanteil gewisser Aminopherasen be 


sonders labil ist und da darum in einigen Systemen keine Reaktion 
nachzuweisen ist. 

Die Pflanzen enthalten reichlich Halbamide der Asparagin- und 
Glutaminsdure: Asparagin und Glutamin. Ob diese bei der Umami 
nierung ohne Spaltung der Siureamidgruppe wirken kénnen, ist vom 
Standpunkt der Aminosféuresynthese in griinen Pflanzen wichtig 
Die Pflanzenphysiologen haben dem Asparagin und Glutamin eine 
zentrale Stellung bei der Proteinsynthese gegeben. Nach Schulze waren 
sie leichter anwendbar fiir die Proteinsynthese als die Aminosiuren 
Braunstein (6) erwahnt, da} nach vorlaufigen Befunden (ob tierisches 
oder pflanziiches Material als Agens gebraucht wird, ist nicht an- 
gegeben) das Asparagin nicht umaminiert wird. 

Bei unseren Versuchen mit zerstampften Erbsenpflanzen 
Agenzien ergeben sich folgende Resultate : 


Versuchsanordnung : 


15g zerstampfte Erbsenpflanzen + 50cem m/15_ Phosphatputter 
(pu 7,5) + 10 ecm 0,14 mol, Aminosiaure- oder Amidlésung (neutr.) + 10 « 
0,14 mol. «-Ketosaéurelésung (neutr.), auf 100 cem aufgefilllt. Im Kont! 
versuch die Ketosiure erst am Ende des Versuchs zugesetzt. Versuchsz: 
4 Stunden bei 37°. 
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CUmaminierung in griinen Pflanzen. 





Abspaltnng 
von NH, 
aus CON H,- 
Gruppe 
in 2 Std. * 


Dicarbonsiiure-N- 
Abnahme 


c-Alanin- 


Syster 
iii zunahme 


| (+)-Glutaminsaure 38,76 mg 4,4 mg 
Brenztraubensaure | (Umaminierung 31.1) (Umaminierung 22,6 %%) 

] (—)-Asparaginsaure 13,30 mg 1,93 mg 

+ Brenztraubenséure (Omaminierung 10,7 °%) (Umaminierung 9,9 ®,) 
| (+)-Glutamin 8,62 mg 22,6 % 

+Brenztraubenséure (Umaminierung 6,9 °,) 
| (—)-Asparagin 1,85 mg 4.5% 

+ Brenztraubensiure (Umaminierung 1,5 °,) 


* Diese Versuche sind ohne Zusatz von Brenztraubensiure ausgefiihrt, so da&® die Amidase- 
wirkung bestimmt werden konnte. 


Vom Glutamin wird die Saureamidgruppe durch EinfluB des 
gleichen Agens verhaltnismaBig leicht, vom Asparagin dagegen viel 
schwerer gespalten. Wie aus den Zahlen in der Tabelle hervorgeht, 
hat eine Umaminierung von 6,9°, mit Glutamin und von 1,5°, mit 
Asparagin wabrend 4 Stunden stattgefunden. Die Abspaltung von NH, 


aus der Saiureamidgruppe des Glutamins betrug jedoch schon nach 
2 Stunden 22,6 °, S. 
des Glutamins und Asparagins mit Brenztraubensiure kommt also 


, und die des Asparagins 4,5 Die Umaminierung 
offenbar erst nach der Spaltung der Siureamidgruppe zustande ; somit 
kinnen die Amide an sich bei der Umaminierung nicht wirken. Glutamin 
und Asparagin sind also in den Pflanzen keine reaktionsfahigen Stickstoff- 
verbindungen. 
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Uber den Einflu8 des Formaldehyds 
auf die Alkalidenaturierung des Serums. 
Von 
Q. Suolahti und T. Laine. 

(Aus dem Biochemischen Institut, Helsinki.) 
(Eingegangen am 10. April 1941.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der EinfluB von Alkali auf die Viskositaét von EiweiBlésungen. 

Beim Zufiigen von Alkali zu EiweiBlésungen wird deren Viskositit 
betrachtlich verindert. Diese Viskositatsveranderungen sind von der 
Beschaffenheit des EiweiBes, der Konzentration der Lésung, der Starke 
des Alkalis, der Einwirkungszeit und der Temperatur abhangig. 

Es ist in vielfacher Weise versucht worden, diese Erscheinung, die 
bereits im vorigen Jahrhundert bekannt war, theoretisch aufzukliren, 

Laqueur und Sackur (1) halten die Salzbildung fiir den maBgebenden 
Faktor und weisen darauf hin, daB die Viskositat der Salze der Fett- 
siuren betrachtlich héher ist als die der Fettsduren selbst. 

Pauli und Valko (2) betrachten die Hydratation als grundlegende 
Ursache dieser Erscheinung. 

Loeb (3) nimmt an, daB die Eiweiblésungen submikroskopische 
Gelteilchen enthalten, die Elemente der makroskopischen Gele bilden 
und die unter der Einwirkung von Alkalien anschwellen und dadurch 
die Viskositat der Lésung erhéhen. 

Meyer und Mark (4) halten Formveradnderungen der Eiweil} 
molekiile fiir die Ursache der Viskositaétsverinderungen. Nach ihnen 
bildet das Eiweimolekiil eine mehr oder weniger zusammengerollte 
Spirale, wo die abwechselnden positiven und negativen Gruppen, 
einander anziehend, das ganze Molekiil zusammengeknduelt halten 
Unter der Einwirkung von Alkalien oder Sauren wird dieses Gleich- 
gewicht der Gruppen gestért, indem entweder die positiven oclet 
negativen Gruppen allein wirksam bleiben und, einander abstoBend 
das Ausrichten der Spirale verursachen. 

Ettisch und Schulz (5) sind der Ansicht, daB die obenerwahnte 
Formveranderung des Molekiils zur Erklarung der Erscheinung allein 
nicht ausreicht. Sie gehen von der Auffassung aus, daB die Eiweil 


molekiile Kettenbiindel bilden, in denen die einzelnen Hauptvalenz 


ketten mittels Nebenvalenzen miteinander verbunden sind. Unter de1 
Wirkung des Alkalis zerfallen die Kettenbiindel, indem sich die einzelnen 
Ketten abstoBen. Ein derartiges zerfallenes Kettenbiindel verursaclhi' 
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schon als solches eine betrachtliche Erhéhung der Viskositat, die noch 
yon dem zwischen den Ketten blockierten Wasser vermehrt wird. 

Die zeitlichen Anderungen der Viskositaét durch Alkali verlaufen 
im allgemeinen derart, daB die Viskositat zunachst anwachst, nach 
einiger Zeit ein Maximum erreicht und danach wieder abfallt. 


Die von Alkalien verursachten Viskosititsiinderungen 
und der Denaturierungsvorgang. 


In welcher Beziehung diese beiden Erscheinungen zueinander 
stehen, ist noch einigermaBen unklar, da das Wesen beider Vorgange 
noch nicht mit Sicherheit bekannt ist, aber der gr6éBte Teil der For- 
schungsergebnisse weist darauf hin, daB beide mehr oder weniger 
identisch sind. Es wird demnach auch allgemein von Alkali- und 
Siuredenaturierung gesprochen. Der DenaturierungsprozeB ist im 
allgemeinen durch eine Erhéhung der Viskositat der Lésung, durch das 
Abnehmen der EiweiBléslichkeit im isoelektrischen Punkt, durch eine 
Freilegung der aktiven Gruppen im EiweiSmolekiil sowie durch Er- 
hodhung der Empfanglichkeit des Eiweibes fiir Enzymtatigkeit charak- 
terisiert. 

Neues Licht auf die Natur des Denaturierungsvorganges ist wahrend 
der letzten Jahre insbesondere durch die Untersuchungen von Astbury (6) 
mittels der Réntgenmethode geworfen worden. GemaB unseren heutigen 
Kenntnissen werden die Proteine in zwei Gruppen geteilt: globulare 
und faserige. Auf den ersten Blick scheint zwischen der Struktur der 
globularen Proteine und der Polypeptidtheorie keinerlei Zusammen- 
hang zu bestehen, aber die Untersuchungen Asthurys zeigen, da die 
Globularproteine Systeme von gefalteten Polypeptidketten darstellen, 
welche als eine dreidimensionale Analogie zu den gefalteten Faser- 
proteinen anzusehen sind. Denaturation eines Globularproteins deutet 
auf die Befreiung der Polypeptidketten aus ihrer spezifischen Gewebe- 
struktur, wahrend die Koagulation auf eine Zusammenballung der 
Ketten zu Gruppen vom Typus der Faserproteine hinweist. 

In letzter Zeit sind polarographische Untersuchungen iiber ver- 
schiedene Denaturierungsformen ausgefiihrt worden. Es ist namlich 
schon lange bekannt gewesen, daB ein Teil der Disulfid- und Sulfhydryl- 


gruppen im nativen EiweiBmolekiil maskiert vorliegen, da sie analvtisch 
SP . 


nicht nachgewiesen werden kénnen, da} sie aber beim Denaturierungs- 
prozeB frei gelegt werden. Da Cystin und Cystein die einzigen polaro- 
graphisch aktiven Aminoséuren eines EiweiBmolekiils bilden, so kann 
zur Untersuchung des Denaturierungsprozesses die polarographische 
Methode Verwendung finden. Allerdings sind auch die Bindungen 
zwischen den Aminosauren (wahrscheinlich enolisierte Peptidbindungen) 
polarographisch aktiv; bei der Denaturierung werden stets auch solche 
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frei gelegt, treten aber im Polarogramm als eigene, getrennte Stufe 


il 


EiweiBsubstanzen. Die erste Stufe riihrt von den Peptidbindunge) 
die zweite von den S—-S- und S—H-Gruppen her. 

Brdicka (7) hat die Alkalidenaturierung des Serums polarographisct 
verfolgt. Er fand, da8 das Alkali eine bedeutende Erhéhung der Protei; 
stufe im Polarogramm des Serums hervorruft und stellte fest, daB hic: 
eine Freilegung der maskierten S—S-Gruppen vorliegt. Ein Auftretey 
von S—H-Gruppen konnte er weder in nativem noch in alkali 
denaturiertem Serum nachweisen. 


auf. Im allgemeinen ist ein doppelstufiges Polarogramm typisch {ii 


Tropp und Mitarbeiter (8) haben die Warmedenaturierung von 
Blutproteinen polarographisch untersucht. Wird z. B. Serumalbumin 
wahrend 2 Minuten auf 64—679C erhitzt, so erfolgt ein betrachtlicher 
Anstieg der Proteindoppelstufe. Die erste, von den Bindungen zwischen 
den Aminosiauren herriihrende Stufe steigt um etwa 15°: die zweite 
von den S—S-Gruppen herriihrende, sogar um 55°... 

Wenig und Jirovec (9) haben die von Ultraviolettstrahlen erzeugte 
Denaturierung von Blutserum sowie von einigen anderen Protein 
lésungen polarographisch untersucht und festgestellt, daB auch in 
diesem Falle ein Ansteigen der Proteindoppelstufe erfolgt, wobei de 
Anstieg der ersten, sowohl absolut als auch relativ, kleiner als der de: 
zweiten Stufe ist. 

Diese drei polarographischen Untersuchungen zeigen sehr deutlich 
daB die Alkalidenaturierung, die Warmedenaturierung und die von 


Ultraviolettstrahlen verursachte Denaturierung wenigstens in polaro- 
graphischer Hinsicht anndhernd identisch sind. 


Der Einflu8 von Formalin auf die Denaturierung. 


Bei der Untersuchung der von Alkali verursachten Viskositiits- 
verinderungen von EiweiSlésungen sowie der auf diese einwirkenden 
Faktoren bemerkte Swolahti, daB kleine Formalinzusatze eine scl 
betrichtliche und eigenartige Wirkung besitzen. 

Das Zugeben einer bestimmten kleinen Menge Formalin (etwa 
0,3 Vol.-°. der gesamten Fliissigkeitsmenge gewéhnliches, 35°, 
Formalin) zur EiweiBlésung vor dem Zufiigen des Alkalis verhindert 
fast véllig die vom Alkali normalerweise verursachte Zunahme det 
Viskositat. Wird das Formalin nach dem Alkali hinzugefiigt, ver- 
ursacht es eine véllig umgekehrte Erscheinung, indem es die Viskositi! 
betrachtlich mehr erhéht als das Alkali allein, allerdings unter der 
Voraussetzung, daB das Alkali schon einige Zeit (etwa 3—10 Minuten 
auf das EiweiB eingewirkt hat. Diese Wirkung des Formalins geht 
besten aus den folgenden Versuchsergebnissen hervor. 





di 
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Tabelle I. Der EinfluB von Formalin auf die von Alkali ver- 
ursachten Viskositatsschwankungen. 

In den Versuchen wurde ein Pferdeserum verwendet, dessen Trocken- 
substanzgehalt 9,06°, betrug. Die Viskositaétsmessungen wurden mit dem 
Hoépplerschen Viskosimeter ausgefiihrt, unter Benutzung folgender Lésung: 
50 cem Serum + 15 cem Na OH-Lésung (enthaltend 0,45 g NaOH) -++ 5 ccm 
Wasser bzw. Formaliniésung (enthaltend 0,21 cem 35° iges Forrnalin). 





Seit Alkali- wormalin 5 tn Formalin Formalin 10 Min 
zusatz Ohne Formalin au Alkalizu — unmittelbar nach nach 
verflossene Zeit alia sak ne Alkalizusatz Alkalizusatz 
10 Min. 4cP 4cP 6eP 30¢P 
30. Ss, 16:5, ny | Tee 2200 ,, 
von 60 Ie 4, G4 : 3600 ,, 
120 +. ee Be zs 1100 ,, 
min 
icher Tabelle II. Der Einflu8 der Menge des vor dem Alkali zugesetzten 
chen Formalins. 


eite In den Versuchen wurde Pferdeserum als 8 ®,ige Lésung (bezogen auf 
den Trockengehalt) verwendet. Die Viskositat wurde nach dem Augenmagi 
mittels einer Skala 0—10 (0 = reine Lésung, 10 festes Gelee) bezeichnet. 
Der Lésung wurde zuerst Formalin und 10 Min. spater 0,5 °,iges NaOH 
zugefiigt. 





Seit Alkalizusatz : Formalin 
verflossene Zeit : “ 
0,15 % 


0 
0 
0 


30 Min. 


Oo Clo 
~ 


Cl te 
ww 


Frither hat A. Fischer (10) festgestellt, daB kleine Formalinmengen 
die Warmedenaturierung des Blutes verzégern oder ganz verhindern. 
Hier liegt also wieder ein naher Zusammenhang zwischen der Alkali- 
und Warmedenaturierung vor. 

Dieser doppelte Einflu8 des Formalins auf die Alkalidenaturierung 
erschien derart interessant, daB er uns den Anla8 zur naheren Unter- 
suchung des Wesens der Erscheinung gab. Das polarographische Ver- 
fahren schien das beste und einzige zu sein, das imstande war, eine 


nahere Vorstellung von der Natur des Vorganges zu geben, weshalb 
wir dieses Verfahren wahlten. AuSerdem fiihrten wir Diffusions- 
bestimmungen zur Aufklarung etwaiger Veranderungen der GréBe und 
Form der Molekiile aus. 

In unseren Versuchen verwendeten wir vollig frisches Pferdeserum, 
weil es uns wichtig erschien, mit EiweiB in méglichst nativem Zustande 


zu operieren. Es ware natiirlich theoretisch eindeutiger, ein bestimmtes, 
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reines EiweiBpraparat zu verwenden, aber da es vorlaufig nicht méy|ic| 
ist, ein bestimmtes EiweiB in véllig nativem Zustande zu isolieren yd 
da unserer Ansicht nach bei Denaturierungsuntersuchungen die Natiy ita; 
den wichtigsten Faktor darstellt, wahlten wir das Serum. 


Im folgenden bringen wir die Ergebnisse dieser Untersuchungen 


1. Die polarographischen Untersuchungen. 
In unserer Arbeit benutzten wir einen Heyrovskyschen Polaro 
graphen der Firma Nejedly, Prag. Die Proben entnahmen wir de 
folgenden Grundlésung, mit der wir auch die Viskositatsbestimmungey 


ausfiihrten (vgl. Tabelle I): 


;. € 
Ms 
Wry 


Abb. 1. Wirkung von Alkali allein, 
1. Serum ohne Alkali (50 com Serum + 20cem Wasser), 2. Unmittelbar nach Alkalizusatz 
3. 15 Min. nach Alkalizusatz; Viskositat schon betrichtlich im Ansteigen. 4. 45 Min. nac! 


Alkalizusatz; Viskositit ungefihr im Maximum. 


50 cem Pferdeserum (Trockengehalt 9,06°,) + 15 cem NaOH. 
Lésung (enthaltend 045g NaOH) + 5ccem Wasser bzw. Formalin 
lésung (enthaltend 0,21 cem 35° iges Formalin). 


Fiir die polarographische Versuchslésung wurde 1 ccm der oben- 
genannten Mischung nach bestimmten Zeiten genommen und auf 1) ecm 
verdiinnt. Hiervon wurde 1 ccm verwendet, mit 1 cem n Ammonium- 
chloridlésung, 1 eem n Ammoniaklésung, 2 cem 10-2 mol. Kobalt (2)- 
chloridlésung und 5 cem destilliertem Wasser versetzt. Das urspriing 
liche Serum war also in der polarographischen Versuchslésung 140 facti 


verdiinnt. Die Empfindlichkeit des Galvanometers betrug in allen 


Versuchen 1/sop. 
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In 45 Minuten erhéht sich die erste von der Peptidbindung ver- 
ursachte EiweiBstufe um 50°, die zweite, die Cystinstufe, sogar um 
150%. Die Freilegung von maskierten Cystingruppen geschieht also 
offenbar in sehr groBem MaBe. In spaiterem Stadium tritt schon Triibung 
der Lésung ein. 


\? 
A 
{ 


Abb. 2. Wirkung des Formalins beim Zusetzen vor dem Alkali. 
1. Serum + Formalin (ohne Alkalizusatz). 50cem Serum + 5 ccm Formalinlésung (enthaltend 
0,.21cem 35% iges Formalin) + 15cem Wasser. Verdiinnung wie oben. 2. Serum + Formalin 
+ unmittelbar 15 cem NaOH-Lésung (enthaltend 0,45 g NaOH). Polarogrammaufnalime 30 Min. 
nach Alkalizusatz. Viskositaét nicht nennenswert veriindert. 3. Polarogramm der vorigen Lésung 
45 Min. nach Alkalizusatz. 


ee 
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Abb. 3. Wirkung des Formalins beim Zusé¢tzen nach dem Alkali. 
1. Formalin 10 Min. nach dem Alkali zugesetzt, darauf unmittelbar Polarogrammaufnahme. 2. 30 Min 
spiter. 3. 45 Min. spiiter. 
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Die Formalinmenge, die beim Zusetzen vor dem Alkali die Alk 
denaturierung verhindert, zerstért, wie aus Abb. 2 ersichtlich, di 
zweite Stufe im Polarogramm, die Cystinstufe, praktisch vollstandig 
und der Alkalizusatz verandert das Polarogramm in keiner Weise 
mehr, nicht einmal die verbliebene EiweiBstufe wird erhodht. 

Wie aus den Polarogrammen der Abb. 3 hervorgeht, ist jedoch be; 
Zusatz von Alkali vor dem Formalin eine deutliche Cystinstufe wali. 
nehmbar, die das Formalin nicht hat zerstéren kénnen. Das polaro- 
graphische Bild verbleibt die ganze Zeit gleich. Das Formalin fixiert 
den Zustand, wie er vom Alkali waihrend der 10 Minuten vor dem For. 
malinzusatz hervorgerufen wurde. 


2. Diffusionsversuche. 


H. B. Bull (11) hat die Molekiilasymmetrie fiir natives und denatu- 
riertes Eieralbumin bestimmt. Beim nativen betrigt das Verhaltnis 
der Achsen (die Asymmetrie) 3,9: 1, beim Warmedenaturierten 7.4: |] 
und beim Harnstoffdenaturierten 9,2: 1. Im Zusammenhang mit der 
Denaturierung hat also deutlich eine Verlangerung des Molekiils statt- 
gefunden. 

Wir bestimmten in den erwahnten Versuchslésungen die mittlere 
Diffusionsgeschwindigkeit der EiweiBmolekiile, um eine etwaige Form. 
oder GréBenverdinderung der Molekiile festzustellen. Wir benutzten 
das Verfahren von Northrop und Anson (12) sowie ein Jena-Filter mit 
Sinter G,, um eine schnellere Diffusion als mit dem gewéhnlich ver- 
wendeten G,-Sinter zu erzielen, da sich die EiweiBlésung unter dem 
EinfluB von Bakterien schnell zersetzen kann. 

Zum Versuch wurden 14 ccm der obenerwahnten Grundlésungen 


genommen, mit Salzsiure auf py 7 neutralisiert und auf 100 ccm 


verdiinnt (irgendeine Ausfallung erfolgte nicht). Die Diffusions. 
geschwindigkeit wurde mittels Stickstoffanalysen bestimmt. 


Tabelle ITI. 





Durch Sinter diffundiert 
N-Menge pro Stunde 


Wirkung von Alkali allein: 
Serum ohne Alkali 
Alkalieinwirkungsdauer 45 Minuten 


Formalin vor Alkalizusatz: 
Alkalieinwirkungsdauer 45 Minuten 


Formalinzugabe 10 Minuten nach Alkalizusatz: 
Alkalieinwirkungsdauer 45 Minuten 
Diese Prozentzahlen driicken annaiherungsweise das Verhaltnis (er 
Diffusionskonstanten aus und stellen also die Diffusionsgeschwindiz- 
keiten gut dar. Die Diffusionsgeschwindigkeiten von unbehandeltem 
und von mit Formalin vor Alkalizugabe behandeltem Serum si) 
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ziemlich dieselben; eine Formveranderung hat also in nennenswertem 
MaBe nicht stattgefunden. Nach einer Alkalieinwirkung von 
45 Minuten aber ist die Diffusionsgeschwindigkeit um ein Viertel ge- 
sunken; wird nach Alkalizusatz Formalin zugegeben, so sinkt sie diber 
die Halfte. Es hat also offenbar eine bedeutende Verlangerung der 
Molekiile oder méglicherweise Aggregierung stattgefunden. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


In den obenbeschriebenen Untersuchungen haben wir also kurz 
zusammengefaBt folgendes festgestellt : 

1. Bei der Einwirkung von Alkali auf eine EiweiBlésung findet 
eine Zunahme der Viskositat statt, die nach einiger Zeit ein Maximum 
erreicht und danach abnimmt. Gleichzeitig erfolgt in betrachtlichem 
MaBe eine Zunahme der polarographisch aktiven S—S-Bindungen und 
in geringerem Mae eine solche der Peptidbindungen. 


2. Zugabe kleiner Mengen Formalin (etwa 0,3 Vol.-°4) vor dem 
Alkalizusatz verhindert die unter 1. beschriebenen Wirkungen des 
Alkalis auf die Viskositat. Gleichzeitig verschwinden alle polaro- 
graphisch aktiven S—S-Bindungen. 


3. Wird das Formalin hinzugefiigt, nachdem das Alkali schon 
einige Zeit eingewirkt hat, so findet eine auBerordentlich starke Zunahme 
der Viskositaét statt. Die Vermehrung der S—S-Bindungen erfolgt, 
solange das Alkali allein einwirkt, wie unter 1. erléutert. Nach dem 
Zufiigen des Formalins findet keine Zunahme der S—S-Bindungen und 
der Peptidbindungen mehr statt, aber die friiher frei gelegten ver- 
schwinden auch nicht mehr. 

Welcher Art die Veranderungen im EiweiBmolekiil bei den oben 
geschilderten Reaktionen eigentlich sind, ist schwer zu sagen, da unsere 
Kenntnis tiber den Denaturierungsvorgang und allgemein iiber native 
EiweiBstoffe sowie iiber deren Bau und Reaktionen sehr mangelhaft 
sind. Als eine Méglichkeit kénnen wir uns folgenden Verlauf der Vor- 
gange vorstellen: 

Gehen wir von der zur Zeit allgemein anerkannten Annahme aus, 
da das native EiweiBmolekiil mehr oder weniger kugelférmig ist, mit 
einem Teil der aktiven Gruppen an der Oberfliche und dem anderen 
Teil im Innern, so kénnen wir uns denken, daf eine oder mehrere 
reaktionsfahige S—S-Bindungen an der Oberfliche des Molekiils liegen. 
Unter dem Einflu8 des Alkalis werden diese Bindungen gespalten, 
wodurch das ganze Molekiil aufgerollt und also verlangert wird. Dies 
hat das Anwachsen der Viskositat und das Abnehmen der Diffusions- 
geschwindigkeit zur Folge. Es ist wahrscheinlich, daB gleichzeitig 
Bindung irgendwelcher Art (Aggregation) zwischen Molekiilen statt- 
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findet. Hierauf deuten die kraftige Zunahme der Viskositat und die 
groBe Abhangigkeit dieser Zunahme von der Konzentration. Bein 
Aufrollen des Molekiils werden im Innern des Molekiils gewesene S—s. 
Bindungen und ebenso Peptidbindungen frei gelegt, was von dem 
bedeutenden Anstieg der entsprechenden Stufen des Polarogramms 
bewiesen wird, Die spater stattfindende Abnahme der Viskositaét wird 
offenbar von dem durch das Alkali verursachten Abbau des Molekiils 
hervorgerufen. 

Das Formalin ist offensichtlich von doppelter Wirkung auf clas 
EiweiBmolekiil. In erster Linie reagiert es mit den S—S-Bindungen 
oder maskiert diese irgendwie derart, daB das Alkali keinen Zugang zu 
diesen findet. Eine Aufrollung des Molekiils findet also nicht statt, 
Auf einen derartigen Sachverhalt deuten das Verschwinden der Cystin. 
stufe im Polarogramm, die Unveranderlichkeit der Viskositat und die 
hierzu erforderliche Menge des Formalins. In zweiter Linie férdert 
das Formalin betrachtlich die Verkniipfung der Molekiile, worauf 
die auerordentliche Zunahme der Viskositat beim Zufiigen von 
Formalin nach dem Alkalizusatz oder eines Uberschusses vor dem- 
selben hinweist. Beim Zusetzen von Formalin, nachdem Alkali einige 
Zeit eingewirkt hat, fixiert jenes den vorliegenden Zustand, indem 
es die S—S-Bindungen aller noch in nativem Zustand vorliegenden 
Molekiile maskiert, welche also hierauf nicht mehr einer Aufrollung 


fihig sind, was weiter zur Folge hat, daB keine neuen S—S-Bindungen 
(und auch keine Peptidbindungen) mehr auftreten kénnen. Auf die 
vom Alkali schon frei gelegten Bindungen hat das Formalin keinen 
EinfluB, -weshalb sie im Polarogramm unverandert vorliegen. Das 
fortgesetzte, kraftige Zunehmen der Viskositat und das Abnehmen cer 
Diffusionskonstante deuten auf eine aggregierende Wirkung des For- 


malins. 
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